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1. Krebs
1.1 Epidemiologie, Prävention und Therapie 
Krebserkrankungen sind in Deutschland nach Herz-Kreislauferkrankungen die Todesur-
sache Nummer zwei. Trotz enormer, weltweiter Anstrengungen ist es bis jetzt nicht gelun-
gen, die Inzidenz (Neuerkrankungen pro Bevölkerungseinheit) und die Mortalität (Sterblich-
keit pro Bevölkerungseinheit) von Krebserkrankungen wesentlich zu reduzieren [Becker et
al., 1997 und 2001]. Mangelnde gesundheitspolitische Maßnahmen, ungenügende diagnos-
tische Methoden zur Früherkennung und die steigende Lebenserwartung verhinderten bis-
her, das stetig wachsende Wissen um die Ursachen und Mechanismen der Krebsentstehung
in eine erfolgreichere Krebsprävention umzusetzen. Zwar sinkt die Mortalität seit Anfang der
90er Jahre in Deutschland, dennoch ist die gemittelte Fünfjahres-Überlebensrate mit 43,2%
noch immer Ausdruck mangelhafter Therapien. Dies gilt insbesondere vor dem Hintergrund,
dass Erfolge mit kompletten Remissionen oft nur durch langwierige, hoch belastende und
nicht zuletzt teure Therapien zu erreichen sind. Die klassischen therapeutischen Ansätze
(Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie) wurden in den letzten Jahren zwar opti-
miert, konnten jedoch keine durchgreifenden Veränderungen erzielen. Alternative Ansätze,
wie hochdosierte Vitamine oder naturheilkundliche Verfahren, zeigten ebenfalls keinen sig-
nifikanten Nutzen [Risberg et al., 2003]. 
Das Ziel ist es, durch Prävention die Entstehung von transformierten Zellen zu verhin-
dern. Falls es dennoch zu einer malignen Entartung gekommen ist, so sollte die Therapie
möglichst effektiv und schonend auch fortgeschrittene Primärtumoren beseitigen. Gleichzei-
tig sollte sie eine lang anhaltende Unterdrückung möglicher Rezidive gewährleisten. Es soll-
ten keine Resistenzentwicklungen auftreten. Ferner sollte die Bildung von Metastasen ver-
hindert  oder schon bestehende ebenfalls vollständig beseitigt werden.
Viele innovative Ansätze zur Krebsbehandlung und -prävention sind deshalb in den letz-
ten Jahren intensiv untersucht worden. Als  präventive Maßnahmen bieten sich Vakzinie-
rungen gegen transformierende Infektionserreger, wie Hepatitis B oder humane Papillomvi-
ren, an [Finn, 2003]. Die Vakzinierung mit tumorassoziierten Antigenen zur Induktion einer
spezifischen Immunantwort gegen bestimmte Tumoren (u.a. maligne Melanome, Dickdarm-
krebs) kann sowohl präventiv als auch therapeutisch eingesetzt werden. Computergestützte
Bestrahlungsverfahren ermöglichen es heutzutage sehr spezifisch die Strahleneinwirkung
auf den Bereich des Tumors zu begrenzen. Limitiert wird der Einsatz dieses Verfahrens
durch die Resistenz vieler Tumoren gegenüber ionisierenden Strahlen [Holland & Frei,
2003]. Ein weiterer neuer therapeutischer Ansatz ist die Blockade der Gefäßneubildung.
Hierbei soll eine weitere Nährstoffversorgung des Tumors unterbunden werden und so zu-
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mindest sein Wachstum verlangsamt werden. Um eine Metastasierung rechtzeitig zu ver-
hindern, befinden sich Stoffe in der Entwicklung, die ein Ablösen der Zellen aus dem Tu-
morverband durch Blockade von Matrix-Metalloproteinasen verhindern [Itho et al., 2002].
1.2 Das maligne Melanom und seine Metastasen
Der schwarze Hautkrebs ist eine bösartige Entartung von pigment-produzierenden Zellen
(Melanozyten) der oberen Hautschicht. Er hat, frühzeitig erkannt, eine gute Prognose. Die
Fünfjahres-Überlebensrate liegt in Deutschland mit ca. 75% recht hoch. Allerdings wird in
westlichen Ländern eine steigende Inzidenz verzeichnet. Der Hauptrisikofaktor ist eine un-
regelmäßige, starke Exposition gegenüber Sonnenlicht. Der Anstieg der Inzidenz wird teil-
weise auf veränderte Lebensgewohnheiten (Urlaub in südlichen Ländern mit ausgiebigen
Sonnenbädern) und auf die verringerte Ozonkonzentration in der oberen Atmosphäre
(höchste Melanominzidenz in Australien) zurückgeführt. 
Therapie
Bei kaum einer anderen Art von Krebs ist der Unterschied der Prognosen zwischen den
Stadien größer als beim Melanom. Während die chirurgische Entfernung eines lokalisierten,
flachen Primärtumors eine sehr gute Prognose zeigt, gelten vorhandene Metastasen als
praktisch unheilbar (die mittlere Überlebenszeit beträgt fünf Monate) [Holland & Frei, 2003].
Nur in Einzelfällen gelingt es durch chirurgische Entfernung oder kombinierte Chemothera-
pie eine komplette Remission eines metastasierenden Melanoms zu erreichen. 
Aufgrund dieser Befunde wurden eine Reihe von verschiedenen Therapien an Patienten
in den Stadien III/IV getestet, die in Tierversuchen vielversprechende Ergebnisse erzielten.
So wurden Immunmodulatoren, wie Interferon α, Interferon γ, Interleukin 2 oder Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) alleine oder in Kombination mit Chemotherapeutika oder Tumor-in-
filtrierender Lymphozyten in einer Reihe von klinischen Studien getestet [Überblick: Hol-
land & Frei, 2003]. Keiner dieser Ansätze konnte eine Ansprechrate von mehr als 25% er-
zielen und das mit teilweise lebensbedrohlichen Nebenwirkungen (v.a. bei  IL-2). Die sys-
temische Anwendung der Zytokine führte nicht zu einer vollständigen Beseitigung der vor-
handenen Metastasen durch das Immunsystem, obwohl durchaus eine spezifische Immuni-
tät nachgewiesen werden konnte. Da Melanome Östrogenrezeptoren exprimieren, wurde,
ebenfalls in Kombination mit einer Standard-Chemotherapie, Tamoxifen als Antiöstrogen auf
seine Wirkung hin untersucht. Nach anfänglichen Erfolgen bei weiblichen Patientinnen vor
der Menopause [Cocconi et al., 1992] zeigen neuere Untersuchungen keinen signifikanten
Vorteil der Kombination mit Tamoxifen [Craegan et al., 1999].
Vakzinierung 
Melanome gelten im Allgemeinen als immunogen, das heißt, sie sind in der Lage, eine
Immunreaktion (spezifisch oder unspezifisch) im Patienten hervorzurufen. Anzeichen dafür
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sind, gegen tumorassoziierte Antigene gerichtete Antikörper oder CD8+ T-Zellen in Mela-
nompatienten, aber vor allem die Beobachtung von mit  Entzündungen einhergehenden,
spontanen Remissionen. 
Schon Anfang des letzten Jahrhunderts wurde versucht, Impfungen gegen Krebs zu
entwickeln. Neue Ansätze mit polyvalenten, allogenen Tumorzellen (als ganze Zellen oder
Extrakt) zeigten in Vakzinierungsstudien geringe, aber signifikante Vorteile gegenüber an-
deren Therapien [Miller et al., 1995; Hsueah et al., 2002]. Die Effekte wurden vor allem den
nachweisbaren Antikörpern gegen die Tumorzellen zugeschrieben, repräsentieren also den
humoralen Teil des Immunsystems. Andere Strategien zur Vakzinierung beinhalten die App-
likation von tumorassoziierten (TAA) oder tumorspezifischen Antigenen (TSA) als volle Pro-
teine, HLA-Allel-restriktive Peptide oder cDNA direkt oder in aktivierte dendritische Zellen
eingebracht [Minev, 2002]. Auch hier konnte, bei guter Verträglichkeit, eine gewisse Kon-
trolle der Progression erreicht werden. Im Unterschied zu den Vakzinen auf Zellbasis beob-
achtet man hier eher eine spezifische zelluläre Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen
(CD8+), mit Unterstützung von T-Helferzellen (CD4+). 
Immunresistenz
 Dennoch ist das durch Zytokine oder Vakzinierungen stimulierte Immunsystem meist
nicht in der Lage, die Tumorzellen vollständig zu beseitigen. Es werden drei Gründe für die-
ses Phänomen der Immunresistenz diskutiert.
Erstens befindet sich das Umfeld eines noch lokalen Tumors oder einer Metastase nicht
unbedingt in einem entzündeten Zustand. Falls in diesem Zusammenhang tumorassoziierte
Antigene freigesetzt werden, fehlt das, für eine spezifische Immunreaktion notwendige Ge-
fahrensignal. Makrophagen oder dendritische Zellen nehmen das Antigen zwar auf und
präsentieren es, aber erzeugen aufgrund ihrer fehlenden Aktivierung einen als Anergie be-
zeichneten Zustand, der eine spezifische Immunität gegenüber dem Antigen aktiv verhin-
dert. Welche Rolle dabei regulatorische T-Zellen (CD4+ CD25+) spielen ist bis jetzt nicht
geklärt. Diese Anergie zu umgehen wird mit den oben beschriebenen Vakzinierungen und
Zytokingaben versucht. 
Zweitens neigen Tumoren dazu, sich der Kontrolle des Immunsystems zu entziehen. Dies
kann durch den Verlust eines funktionierenden Antigenpräsentations-Apparates der Tumor-
zellen (HLA-Allele, TAP o.a.) oder durch eine verminderte Tumorantigenexpression ge-
schehen. Beides geschieht vor allem durch den Selektionsdruck einer bestehenden Tumo-
rimmunität. 
Drittens schaffen viele Tumoren selbst aktiv ein immunsuppressives Milieu. Zytokine wie
Transforming Growth Factor (TGF) β oder Interleukin (IL) 10 verhindern Aktivierung und
Funktion von tumorspezifischen zytotoxischen T-Zellen. Es wird vermutet, dass tumorinfil-
trierende Makrophagen und T-Helferzellen vom Typ 2 diesen Prozess unterstützen [Enk et
al., 1997; Dunn et al., 2002; Finn, 2003; Balkwill & Mantovani, 2001]. Die Bedeutung von
Chemokinen bei der Immunresistenz wird in Kapitel 4.1 besprochen.
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1.3 Murine Melanommodelle
Um mögliche diagnostische und therapeutische Strategien testen zu können, aber auch
um die Mechanismen der Krebsentstehung zu verstehen, sind Tierversuche immer noch
unumgänglich. Für therapeutische Untersuchungen werden häufig Zelllinien verwendet, die
sich von spontanen oder induzierten Tumoren der Maus (Mus musculus) ableiten und in
diesen Tieren nach Reimplantation wiederum dem Ausgangstumor ähnliche Eigenschaften
zeigen. Die heutzutage hauptsächlich verwendeten murinen Melanommodelle stammen von
drei Zelllinien ab: B16, K1735 und Cloudman S91. Aus diesen leiten sich weitere Zelllinien
ab, die zum Teil sehr unterschiedliche Eigenschaften besitzen. Am häufigsten werden B16
und seine Subklone verwendet.
Die Zelllinien B16 F1 und B16 F10  sind melaninproduzierende Melanome. Sie wurden
von B16 durch ein- bzw. zehnmalige Passage nach intravenöser Injektion in C57BL/6 Mäuse
und anschließender Gewinnung der Lungenmetastasen etabliert. B16 F10 bildet häufiger
und mehr Lungenmetastasen als B16 F1 nach intravenöser Applikation [Fidler, 1975]. Beide
gelten als nur schwach immunogen und zeigen nur geringe MHC I (H-2Kb und H-2Db) Ex-
pression [Progador et al., 1989; Peter et al., 2001].
B78 H1 ist eine amelanotische Variante von B16. Sie bildet subkutan sehr schnell wach-
sende Tumoren, zeigt aber eine geringere Tendenz zur Metastasierung nach intravenöser
Gabe als B16 F1 und exprimiert kein H-2Kb [Lollini et al., 1989]. 
M-3 ist ein Subklon von Cloudman S91, das spontan in einer DBA/2 Maus entstanden ist.
Es ist ein mittelmäßig immunogenes und melanin-bildendes Melanom. Trotz eines relativ
langsamen Wachstums in vitro, bildet es, auch in geringer Zahl subkutan appliziert, schnell
wachsende Tumoren. Es exprimiert sowohl H-2Kd/Dd, als auch eine lösliche Form von CD54
(ICAM-1) [Yasamura et al., 1966; Peter et al., 2001].
K1735 entstand nach der Behandlung der Haut einer C3H/HeN Maus mit Krotonöl und
UV-Bestrahlung [Kripke, 1979]. Die Zelllinie wird als sehr heterogen beschrieben, da sich die
Subklone der parenteralen Linie stark in Eigenschaften wie Wachstum in vitro und in vivo,
Bildung von Melanin, Metastasierungsrate und -art unterscheiden [Fidler et al., 1981]. K1735
gilt als wenig immunogen und exprimiert in vitro kein H-2Kk/Dk [Chen et al., 1993].
Zelllinie
MHC I
Expression
Metastasen
nach i.v. Melanin Immunogen Stamm
B16 F1 o o + - C57BL/6
B16 F10 - ++ + - C57BL/6
B78 - + - - C57BL/6
S91 M-3 + - + + DBA/2
K1735 - + + - C3H/HeN
Ausprägung: keine (-), schwach (o), mittel (+), stark (++)
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2. Gentherapie
2.1 Übersicht
Gentherapie wird definiert als das Einbringen von Genen in Zellen oder Gewebe, um
durch Expression und Funktion dieser Gene einen therapeutischen Nutzen zu erzielen [Hal-
lek et al., 2001]. 
Die ursprüngliche Idee war, monogenetische Erbkrankheiten, wie der schwere, kombi-
nierte Immundefekt (SCID), Hämophilie oder zystische Fibrose, durch das Einschleusen des
jeweiligen intakten Genes zu heilen. Idealerweise sollte das defekte Gen sogar ausge-
tauscht werden, um auch dominante Mutationen beheben zu können. Mittlerweile spielt al-
lerdings die Gentherapie von Krebs in klinischen Studien die größte Rolle. Neben Erbkrank-
heiten und Krebs haben andere Indikationen nur geringe Bedeutung. Die Tabelle beschreibt
die Anzahl der angemeldeten klinischen Studien weltweit und in Deutschland nach Indikati-
onsgebieten [John Wiley & Sons, 2002; Paul-Ehrlich-Insititut, 2003].
Indikation
Anzahl 
 gesamt weltweit
Anzahl 
Deutschland
Krebs 403 38
Erbkrankheiten 78 1
Infektionen 41 5
Kardio-Vaskulär 51 5
Andere 63 6
Idealerweise sollte ein Vektor folgende Eigenschaften besitzen:
v Große Kapazität zur Aufnahme des oder der Transgene
v Hohe Effizienz beim Einschleusen und bei der Expression des Transgens
v Selektivität für die Zielzellen
v Regulierbare Genexpression
v Möglichst geringe Immunogenität
v Keine Mutagenität
v Einfache Herstellung großer Mengen in gleichbleibender Qualität
v Stabilität der Zubereitung 
Andere wichtige Eigenschaften sind abhängig vom entsprechenden Anwendungsgebiet.
Während in der Therapie von monogenetischen Erbkrankheiten eine langanhaltende, stabile
Expression des Transgens erforderlich ist, so ist dies im Falle der Gentherapie von Krebs
nicht unbedingt von Nöten. In diesem Zusammenhang kann auch die Eigenschaft einiger
Vektoren, nur teilende Zellen zu infizieren als durchaus wünschenswert angesehen werden.
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Im Falle einer Tumorbehandlung kann dies die Sicherheit erhöhen. Eine ausgesprochene
Selektivität für bestimmte Zelltypen ist nur beim in vivo Ansatz notwendig, da der Vektor oft
lokal an eine bestimmte Stelle des Körpers appliziert wird, aber eine systemische Verteilung
natürlich nicht ausgeschlossen werden kann. Ex vivo (Gewebeentnahme, Transduktion des
Transgenes in vitro und anschließende Reimplantation der Zellen) hingegen bedarf es eher
einer gut kontrollierbaren Transduktionseffizienz.
Zur Anwendung kommen virale und nicht-virale Gentransfer-Vektoren. Virale Vektoren
haben im Allgemeinen den Vorteil, dass sie sehr effektiv genetisches Material, teilweise so-
gar spezifisch, in bestimmte Zellen schleusen können. Nicht-virale Systeme hingegen zeigen
keine Immunogenität und auch eine verhältnismäßig einfache Herstellung großer Mengen in
gleichbleibender Qualität. Die Tabelle beschreibt die wichtigsten Eigenschaften der am häu-
figsten in klinischen Untersuchungen eingesetzten Vektoren.
Vektor
Transduktions
-effizienz
Transgen
Größe kb Expression
Genom-
Integration
Studien
gesamt
Studien
BRD
Retroviral mittel/hoch 10 stabil zufällig 217 14
Adenoviral hoch 8,5 transient nein 171 13
Adenoassoziiert mittel/hoch 5 stabil zufällig 15 -
Orthopoxviral hoch 25 transient nein 39 7
Herpes Simplex hoch über 100 stabil nein 5 -
DNA verpackt gering/mittel unbegrenzt transient nein 77 16
DNA frei gering unbegrenzt transient nein 75 5
Trotz des relativ einfachen Konzeptes der Gentherapie dauerte es über zehn Jahre bis
die ersten erfolgreichen klinischen Studien publiziert wurden. Kay et al. konnten im Jahr
2000 zeigen, dass adenoassoziierte Vektoren das Gen für den Faktor IX  erfolgreich in
Muskelzellen von Patienten mit Hämophilie B einschleusen. Die Konzentration des Faktors
IX war in zwei von drei Patienten einige Zeit nach der Injektion im Blut höher als vor der Be-
handlung, was einen reduzierten Bedarf an intramuskulär zugeführten rekombinanten Faktor
IX zur Folge hatte. Ebenfalls im Jahr 2000 zeigten Cavazzano-Calvo et al. die erfolgreiche
Behandlung von vier Patienten mit X-SCID. Bei dieser Erkrankung verhindern Mutationen im
Gen für die γc-Kette verschiedener Interleukinrezeptoren die korrekte Differenzierung von
lymphatischen Vorläuferzellen zu reifen T-, B- und NK-Zellen (natürliche Killerzellen). Kopien
des intakten Genes wurden mit Hilfe eines retroviralen Vektors (muriner Leukämievirus,
MuLV) in CD34+ Stammzellen der Patienten ex vivo eingeschleust und anschließend die
behandelten Zellen wieder injiziert. Daraufhin entwickelten sich funktionsfähige T-, B- und
NK-Zellpopulationen [Hacein-Bey-Abina et al., 2002]. Allerdings traten fast drei Jahre nach
Therapiebeginn leukämieartige Zustände bei zwei Patienten auf. Sie wurden sehr wahr-
scheinlich durch Integrationen des Vektors in Promotorregionen von Protoonkogene und
eine daraufhin maligne Entartung der Zellen hervorgerufen. Diese Leukämien konnten mit
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Chemotherapien behandelt werden [Hacein-Bey-Abina et al., 2003].  Auch adenoassoziierte
Vektoren zeigen ein potentielles Risiko für solche Entartungen [Nakai et al., 2003].
2.2 Gentherapie von Krebs
Korrektur von Tumorsupressorgenen
Tumorsupressoren haben die Aufgabe, im Falle einer genetischen Instabilität oder sons-
tigen Stresses, weitere Teilungen der Zelle zu verhindern, bis der Defekt behoben ist, oder
den programmierten Zelltod (Apoptose) einzuleiten. In vielen Tumorzellen sind diese
Schutzmechanismen durch Mutationen gestört. Beispielsweise liegt das Tumorsupressorgen
p53 in 50% aller humanen Tumoren verändert vor. Mit gentherapeutischen Maßnahmen
wurde versucht, intakte Kopien von p53 in Tumorzellen einzuschleusen und somit direkt die
Sensitivität gegenüber Apoptose-auslösenden Chemotherapeutika oder Bestrahlung zu er-
höhen. In einer klinischen Studie konnte nach Applikation eines p53 transduzierenden ade-
noviralen Vektors und anschließender Bestrahlung in zwölf von 17 Patienten mit nicht-klein-
zelligem Lungenkrebs eine komplette oder partielle Remission beobachtet werden [Swisher
et al., 2003].
Unterdrückung der Expression von Onkogenen
Onkogene führen nach Mutation zu einer unkontrollierten Induktion des Zellzykluses und
damit zur ständigen Proliferation der Tumorzellen. Ein gentherapeutischer Ansatz ist das
Einschleusen von RNA-Sequenzen, die der mRNA von Onkogenen komplementär sind.
Dieses Vorgehen, als Antisense-Therapie bezeichnet, führt zur Unterdrückung der Onko-
genexpression durch Hybridisierung der mRNA mit der transduzierten RNA. Ein neuerer
Ansatz ist der Einsatz von RNA-Interferenz zur Onkogensuppression. Dabei werden DNA-
Sequenzen in Vektoren eingefügt, deren mRNA palindromische Bereiche enthält und somit
doppelsträngige RNA bildet. Ist diese doppelsträngige RNA der mRNA des Onkogens kom-
plementär, so führt der Prozess der RNA-Interferenz zu einem Abbau der Onkogen-mRNA
und damit zu einer 'Abschaltung' der Expression. Diese Idee befindet sich jedoch erst am
Anfang der Entwicklung [Brummelkamp et al., 2002]. 
Der Nachteil der Therapien mit Tumorsuppressoren oder gegen Onkogene ist die Tatsa-
che, dass der Vektor möglichst alle Tumorzellen erfolgreich transduzieren muss. Das kann
im Allgemeinen nur durch wiederholte Injektionen bewerkstelligt werden, die die Gefahr einer
immunologischen Reaktion gegen den Vektor stetig erhöhen.
Suizid-Gentherapie
Wird in einer Tumorzelle das Gen für die Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase (HSV-tk)
exprimiert und gleichzeitig Ganciclovir gegeben, so wird Ganciclovir durch die Thymidinki-
nase phosphoryliert. Dieses aktivierte Ganciclovir wird durch zelluläre DNA-Polymerasen in
die sich replizierende DNA eingebaut, führt dann zu Kettenabbruchreaktionen und daraufhin
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zur Verhinderung der Zellteilung oder gar zur Apoptose. Dieser Ansatz wird als Suizid-Gen-
therapie bezeichnet. Andere ’Suizidgene’, wie die Cytosindeaminase oder die Purinnukleo-
sidphosphorylase aus Escherichia coli, funktionieren nach ähnlichen Prinzipien. Mit retrovi-
ralen oder adenoviralen Vektoren in Tumorzellen eingeschleuste Suizidgene werden nach
einer für die Expression des Gens ausreichenden Zeit, mit der entsprechenden Substanz
behandelt. Eine nahezu vollständige Transduktion aller Tumorzellen ist in diesem Fall of-
fensichtlich nicht notwendig, da ein 'bystander effect' genanntes Phänomen für eine Vertei-
lung der Wirkung in den Zellen des Tumors sorgt [Freeman et al., 1993]. Dennoch konnte
eine kontrollierte Phase III Studie mit 248 Glioblastompatienten keinen positiven Effekt einer
zusätzlich zur Standardtherapie durchgeführte Behandlung mit retroviralen HSV-tk Vektoren
und Ganciclovir im Vergleich zur nur mit Standardtherapie behandelten Kontrollgruppe zei-
gen [Rainov et al., 2000].
Immunmodelierende Gentherapie
Gentherapeutische Behandlungen zur Stimulierung des Immunsystems gegenüber Tu-
morzellen basieren vor allem auf drei verschiedenen Ansätzen [Holland & Frei, 2003]: 
v Transduktion von tumorassoziierten Antigenen mit viralen oder nicht-viralen
Vektoren zur Vakzinierung
v Transduktion von Genen für kostimulierenden Rezeptoren in die Tumorzellen
in vivo oder ex vivo mit anschließender Reimplantation
v Transduktion von Genen für immunstimulierende, lösliche Faktoren zur Anlo-
ckung und Aktivierung von immunologisch-wirksamen Zellen, entweder direkt
in vivo oder ex vivo zur Verbesserung des Vakzinierungseffektes
Die Transduktion von tumorassoziierten Antigenen mit Hilfe eines viralen oder nicht-vira-
len Vektors entspricht dem im Kapitel 1.2 besprochenen Vorgehen. Virale Systeme haben
hier den Vorteil, dass sie bekanntermaßen gute humorale Reaktionen hervorrufen (Vacci-
nia). Mit einem das prostata-spezifische Antigen (PSA) tragenden Vaccinia-Vektor wurden
33 Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakrebs behandelt. In sechs Patienten konnte eine
Stabilisierung der Krankheit festgestellt werden [Eder et al., 2000].
Kostimulierende Rezeptoren, wie CD80 oder CD86, bewirken während der Präsentation
von Antigenen im MHC-Kontext die Aktivierung von antigen-spezifischen T-Zellen. Da dies
normalerweise nur durch aktivierte, antigenpräsentierende Zellen (meist dendritische Zellen)
geschieht, kann durch Transduktion der Rezeptorgene in Tumorzellen eine direkte Aktivie-
rung der T-Zellen unter Umgehung des physiologischen Weges erreicht werden. 
Gene für immunmodulierende, lösliche Faktoren, wie Interleukin (IL) -1, -2, -3, -7, -12, In-
terferon (IFN) γ, Granulozyten-Makrophagen Koloniestimulierender Faktor (GM-CSF), Tumor
Nekrosefaktor (TNF) α , Chemokine und andere mehr, lösen bei lokaler Gabe eine örtlich
begrenzte Immunreaktion aus. Dies verhindert schwerwiegende Nebenwirkungen, wie sie
bei systemischer Gabe der entsprechenden Proteine auftreten (s. 1.2). 
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Im ex vivo Verfahren werden dem Patienten Tumorzellen entnommen, in vitro das oder
die entsprechenden Gen(e) transduziert, die Zellen bestrahlt und wieder, meist subkutan, in-
jiziert. Gegenüber einer solchen Vakzinierung erzeugt die Injektion unbehandelter Zellen
eine geringere Immunität [Schadendorf et al., 2002]. In zwei Studien wurden autogene Tu-
morzellen von Melanompatienten mit IL-7 oder IL-12 transduziert, bestrahlt und wieder inji-
ziert. In beiden Gruppen konnten Stabilisierungen der Verläufe in einigen Patienten, aber
keine Remissionen erzielt werden [Möller et al., 1998; Sun et al., 1998].
Die in vivo Applikation kann, neben der Induktion einer Immunreaktion, noch weitere po-
sitive Wirkungen zeigen. IFNγ zeigt angiostatische (Verhinderung von Gefäßneubildungen)
und TNFα direkte zytotoxische Wirkungen auf Tumoren. Sehr effektive antitumorale Immu-
nität erzeugen die Transduktionen von IL-2 und GM-CSF [Tartaglia et al., 2001]. Allerdings
bilden sich sehr schnell neutralisierende Antikörper gegen die in dieser Studie verwendeten
ALVAC-Vektoren (Kanarienpocken Viren), die eine wiederholte, systemische Anwendung
erschweren. 
3. Autonome Parvoviren
3.1 Taxonomie und Eigenschaften
Parvoviren sind sehr kleine (18 bis 26 mm, parvus = klein), hül-
lenlose, ikosahedrale Viren mit einer einzelsträngigen DNA. Da sie
nur wenige Gene besitzen, zeigen sie eine große Abhängigkeit von
ihren Wirtszellen. Autonome Parvoviren bilden zwei regulatorische,
nicht-strukturelle Proteine (NS1/2) und zwei Kapsidproteine (VP1/2).
Die Familie der Parvoviridae gliedert sich in zwei Unterfamilien,
den Densovirinae der Insekten und den Parvovirinae der Vertebra-
ten. Diese wiederum beinhalten mit den Dependoviren, Erythroviren
und Parvoviren drei Gattungen. Wichtige Vertreter dieser Gattungen
sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
Gattung Spezies Abkürzung Wirtsorganismus
Dependovirus Adenoassoziierter Virus 1-5 AAV 1-5 Mensch 
Erythrovirus B19 Virus B19 Mensch
Parvovirus Mouse Parvovirus MPV Maus
Feline Parvovirus FPV Katzenarten
Canine Parvovirus CPV Hund, Wolf, Koyote
Minute Virus of Mice MVM, MMV Maus 
H-1 Parvovirus H-1 Ratte, Hamster
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Die Dependoviren benötigen für eine erfolgreiche Replikation eine gleichzeitige Infektion
der Wirtszelle mit Helferviren (Adenoviren, Herpesviren u.a.). In Abwesenheit von Helferviren
können sie in das Wirtsgenom integrieren.
Die Erythroviren gehören wie die Parvoviren zu den autonomen Parvoviren, das heißt,
dass sie keine Helferviren für einen erfolgreichen Replikationszyklus benötigen. Bis heute ist
bei beiden Gattungen auch keine Integration in das Wirtsgenom beschrieben. Das human-
pathogene Erythrovirus B19 zeigt einen Tropismus für Erythroblasten (erythrozytische Vor-
läuferzellen) und führt zum Erythema infectiosum acutum (Ringelröteln). Die Parvoviren re-
plizieren praktisch nur in sich teilenden Zellen. Dies wird auf eine Abhängigkeit der DNA-
Amplifikation von der S-Phase des Zellzykluses zurückgeführt. Diese Eigenschaft korreliert
mit der Beobachtung, dass nach Infektionen von Tieren vor allem teilungsaktive Gewebe
betroffen sind (Gastrointestinaltrakt bei CPV und FPV, Föten bei CPV und H-1, Lymphozy-
ten bei FPV und MVMi) [Truyen & Parrish, 2000]. 
Als natürlicher Wirt des H-1-Parvoviruses gilt die Ratte, allerdings sind auch Hamster und
menschliche Zellen infizierbar. Bei ausgewachsenen Ratten sind keine pathologischen Ef-
fekte durch H-1-Viren bekannt. H-1 wurde in humanen hepatozellulären Karzinomen, die
über Ratten passagiert worden waren, entdeckt. Das führte zur ursprünglichen Vermutung,
dass ein onkogener Virus vorliegt. Dagegen zeigte sich später, dass eine opportunistische
Infektion der Tumorzellen durch den Virus vorlag [Toolan, 1967; Siegl, 1984; Truyen & Par-
rish, 2000].
Der Parvovirus MVM wurde in Zellkulturen von Rattenembryos entdeckt. Er teilt sich in
zwei Stämme. MVMp, als sogenannter Prototyp, infiziert vorwiegend murine Fibroblasten,
MVMi, immunsuppressiver Stamm, hingegen vor allem murine T-Lymphozyten. Sie unter-
scheiden sich nur in einer kurzen Sequenz der Kapsidproteine. Jedoch scheint MVMp in
Mäusen, im Gegensatz zu MVMi, apathogen zu sein. MVMi führt in erwachsenen, immun-
kompetenten Mäusen zu einer leichten, transienten Immunsuppression [Siegl, 1984; Truyen
& Parrish, 2000]. Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren sind Chimären aus MVMp und
H-1 (s. 3.4)
3.2 Aufbau und Lebenszyklus von MVMp
Aufbau
Das Virion des 'Minute Virus of Mice' besteht aus 60 VP-Molekülen (Verhältnis VP1 zu
VP2 1:5), einem einzelsträngigen, 5150 Basen umfassenden DNA-Molekül negativer Polari-
tät und ein kovalent an die DNA gebundenes NS1-Molekül. Neben VP1 und 2 beinhalten in-
fektiöse Partikel in geringen Mengen auch ein proteolytisches Spaltprodukt von VP2, das als
VP3 bezeichnet wird [Siegl et al., 1985; Cotmore et al., 1983; Cotmore & Tattersall, 1989;
Rhode & Paradiso, 1983].
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Genom und Transkripte 
Das einzelsträngige
DNA-Molekül wird am
linken 3'- und rechten
5'-Ende von nicht iden-
tischen, palindromi-
schen Sequenzen
flankiert, die als 'inver-
ted terminal repeats'
bezeichnet werden.
Diese falten sich zu Y-
bzw. T-förmigen Se-
kundärstrukturen zu-
rück (s. Abb. 2). Sie
beinhalten cis-aktive
Sequenzen, die für die
Replikation (Primer-
funktion) und für die
Verpackung der DNA notwendig sind. Bei MVM und H-1 sind zwei Promotoren (P4 und P38)
beschrieben [Cotmore & Tattersall, 1987].
Die Transkription führt zu drei verschiedenen Primärtranskripten. Der 'frühe' Promotor P4
kontrolliert die Expression zweier Transkripte (R1 und R2), die die beiden regulatorischen,
nicht-strukturellen Proteine NS1 und NS2 kodieren. Der Promotor P38 wird durch NS1
transaktiviert und führt zu einem Transkript (R3), das in zwei Splicevarianten erscheint.
Diese kodieren für die Kapsidproteine VP1 und VP2 (s. Abb. 2).
Die nicht-strukturellen Proteine
Das multifunktionale Phosphoprotein NS1 ist essentiell für den parvoviralen Lebenszy-
klus. Es besitzt eine Kernlokalisierungssequenz und zeichnet sich durch Helikase-, ATPase-,
sequenzspezifische Endonukleaseaktivität aus [Cotmore & Tattersall, 1987; Cotmore et al.,
1995; Hirt, 2000]. NS1 transaktiviert den P38 Promotor und initiiert somit die Expression der
Kapsidproteine [Rhode et al., 1985]. Es spielt außerdem eine entscheidende Rolle in der vi-
ralen Zytotoxizität [Legendre et al., 1992; Mousset et al., 1994; Rayet et al., 1998].
NS2 erscheint in phosphorylierter und nicht-phosphorylierter Form vor allem im Zyto-
plasma. Seine Funktionen sind bis jetzt nicht sehr gut verstanden. Allerdings wurde klar,
dass es ebenfalls essentiell für eine produktive Replikation in murinen Zellen ist. Es bindet
zelluläre Faktoren, die für den nuklearen Im- und Export von Bedeutung sind und scheint
daher in die Reifung der Kapside einzugreifen [Naeger et al., 1993; Eichwald et al., 2002].
17
Abb. 2 Darstellung des Genoms und der Transkripte von MVMp. Die pa-
lindromischen Enden sind nicht maßstabsgetreu. Das Splicing der Tran-
skripte ist durch dünne Linien gekennzeichnet. Die unterschiedlichen
Farben der Transkriptboxen stellen die unterschiedlichen Leseraster dar.
AAA steht für eine Polyadenylierungssequenz.
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Lebenszyklus
Durch Bindung an einen noch unbekannten zellulären Rezeptor beginnt der Infektionszy-
klus von MVM. Es wird angenommen, dass N-Acetylneuraminsäurereste zur Bindung die-
nen, da diese auf unterschiedlichsten Zelltypen vorkommen und eine Behandlung mit Neu-
ramidase die Adsorption der Virionen an die Zelle verhindert [Cotmore & Tattersall, 1987].
Über frühe und späte Endosomen gelangen die Partikel in den perinukleären Bereich. Die
Dekapsidierung erfordert einen niedrigen pH in den Endosomen, die Phospholipase A2 Akti-
vität des Kapsidproteins VP1, sowie eine Interaktion der Kapsidproteine mit den zellulären
Proteasomen nach dem Verlassen der Endosomen [Zadori et al., 2001; Ros et al., 2002].
Die Kapsidproteine verbleiben im Zytoplasma, wohingegen die virale DNA in den Nukleus
gelangt. Dort folgt die Konversion zur doppelsträngigen DNA. Dieser Vorgang ist von der S-
Phase des Zellzykluses abhängig, da Cyclin A vorhanden sein muss [Cotmore & Tattersall,
1987; Bashir et al., 2000]. MVM ist nicht selbst in der Lage in Zellen den Eintritt in die S-
Phase einzuleiten. Erst durch eine erfolgreiche Konversion wird die Genexpression und die
DNA-Amplifikation ermöglicht. Zu Beginn wird hauptsächlich NS1 und NS2 exprimiert, was
die DNA-Amplifikation verstärkt. Die dazu notwendige Aktivierung des P4 Promotors ist Ab-
hängig vom Vorhandensein des zelluläre Transkriptionsfaktors E2F, der ebenfalls vor allem
in der S-Phase vorhanden ist [Deleu et al., 1999; Hirt, 2000]. Etwas später erfolgt durch
Transaktivierung des P38 Promotors die Bildung von VP1 und VP2. Die Akkumulation von
NS1 und NS2 führt über einen noch nicht bekannten Mechanismus zur Arretierung der Zelle
in der späten S-Phase bzw. G2-Phase [Op de Beeck et al., 1995]. 
Die Neubildung von einzelsträngiger Virus-DNA erfolgt mit einem 'rolling hairpin' genann-
ten Mechanismus. Sie beginnt am zurückgefallteten 3'-Ende (als Primer für die DNA-Poly-
merase δ) mit der Synthese des komplementären positiven Stranges bis sich ein doppel-
strängiges Monomer (monomere replikative Form) gebildet hat. Durch fortlaufende Einzel-
strang-Verdrängungssynthese entsteht aus der monomeren eine dimere replikative Form.
An einem Ende dieser multimere Formen kann nun NS1 sequenzspezifisch einzelsträngige
DNA-Monomere abschneiden, welche dann in die vorgefertigten Kapside eingeschleust
werden. Dies entzieht fortwährend Monomere aus dem Gleichgewicht, was eine ständig
weiterlaufende DNA-Amplifikation bewirkt [Tattersall et al., 1976; Willwand & Hirt, 1993; Hirt,
2000]. Als Orte der DNA-Amplifikation im Kern dienen sogenannte 'autonomous parvovirus-
associated replication (APAR) bodies', in denen NS1, Cyclin A, DNA-Polymerase δ und α zu
finden ist [Bashir et al., 2001]. Nach der Verpackung der Partikeln erfolgt die Lyse der Zelle.
3.3 Tropismus
Der Tropismus der parvoviralen Infektion kann in die Bereiche Gewebe- bzw. Spezies-
spezifität und Spezifität für den Grad der Differentierung bzw. Proliferation unterteilt werden.
MVMp und H-1 zeigen ein breites Wirtszellspektrum. in vitro können sie nicht nur in Zellen
ihres natürlichen Wirtes, sondern auch in verschiedenen humanen Zelllinien erfolgreich re-
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plizieren [Cornelis et al., 1988]. Nicht permissive Zellen sind normalerweise in der Lage das
Virus zu binden und aufzunehmen [Previsani et al., 1997]. Während eine erfolgreiche Infek-
tion humaner Zellen vor allem von der Art des Kapsids abhängt, scheinen bei murinen Zellen
sowohl Kapsid, als auch Genom für den Tropismus wichtig zu sein. Humane Zelllinien wer-
den bevorzugt von Viren mit einem H-1-Kapsid infiziert. Studien mit rekombinanten MVMp-
Genomen in H-1-Kapside verpackt (sogenannte Pseudotypen) zeigten, dass diese Kon-
strukte ebenso wie vollständige H-1-Konstrukte in der Lage waren, verschiedene humane
Zelllinien zu infizieren. Im Gegensatz hierzu ist es nicht immer möglich murine Zelllinien mit
Vektoren, die ein MVMp-Kapsid und ein H-1-Genom besitzen, zu infizieren [Wrzesinski et
al., 2003]. Sowohl mit H-1 als auch mit MVMi Kapsiden pseudotypisierte MVMp-Genome
transduzierten murine Fibroblasten (A9) nicht mehr effektiv. Im MVMi Kapsid genügte der
Austausch von nur zwei Aminosäuren um aus dem lymphozytischen einen fibroblastischen
Tropismus zu generieren [Previsani et al., 1997].
Wie schon erwähnt replizieren autonome Parvoviren fast ausschließlich in proliferieren-
den Zellen aufgrund ihrer Abhängigkeit von der S-Phase des Zellzykluses. Sowohl die DNA-
Amplifikation (Cyclin A abhängig) als auch die Transkription von NS1 und NS2 (P4 Promotor
Aktivierung durch E2F) können somit nur in Zellen auftreten, die den Zellzyklus durchlau-
fen [Deleu et al., 1999; Bashir et al., 2000]. Da sich vollständig ausdifferenzierte Zellen nicht
mehr teilen, ist die permissive Zellpopulation in einem ausgewachsenen Organismus per se
beschränkt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass verschiedene Arten der Transformation
(γ-Strahlung, Behandlung mit transformierenden Viren oder Substanzen) von Zellen in vitro
zu einer verstärkten Replikation und Zytotoxizität von MVMp und H-1 gegenüber nicht trans-
formierten Zellen führten. Andererseits führt eine Transformation nicht zwangsläufig zu einer
erhöhten Replikation der Viren in allen Zellen [Cornelis et al., 1988; Rommelaere & Cornelis,
1991; Möhler et al., 2001]. Diese Eigenschaft kann nicht alleine mit einer Abhängigkeit von
der S-Phase erklärt werden. Als eine mögliche Erklärung der beobachteten Phänomene in
transformierten Zellen könnte die Tatsache dienen, dass in Zellen, in denen der DNA-Dop-
pelstrang-Reparaturmechanismus defekt ist, MVMp wesentlich besser repliziert. In Zellen mit
intaktem Reparaturmechanismus wurde die initiale Konversion zur doppelsträngigen DNA
verhindert [Tauer et al., 1996].
Zusammengefasst bedeutet dies, dass ein gewisser Tropismus von MVMp für neoplasti-
sche Zellen beobachtet werden kann. Die Transformation scheint eine notwendige, aber
nicht hinreichende Bedingung für eine produktive Infektion zu sein. Da nicht-transformierte
Zellen das Virus  binden und aufnehmen, aber eine geringere Empfindlichkeit für die Zyto-
toxizität zeigen, sind für einen therapeutischen Einsatz parvoviraler Vektoren wenig Neben-
wirkungen, aber ein großer Verlust der Vektoren durch Aufnahme in normale Zellen bei sys-
temischer Applikation zu erwarten.
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3.4 Rekombinante parvovirale Vektoren
Die ersten autonomen parvoviralen Vektoren wurden 1992 von Russell et al. beschrieben
und basierten auf dem Parvovirus LuIII. Mittlerweile wurden viele Vektoren, die auf ver-
schiedensten Parvoviren beruhen, konstruiert und in vitro und in vivo getestet [Kestler et al.,
1999; Maxwell et al., 2002]. 
Parvovirale Vektoren besitzen gegenüber anderen Vektoren eine Reihe von Eigenschaf-
ten, die für einen Einsatz in der Gentherapie von Krebs von Vorteil sind. Im Gegensatz zu
adenoviralen Vektoren ist bei parvoviralen Vektoren nicht mit einer vorhandenen Immunität
der Patienten zu rechnen. Da sie nicht, wie Retroviren oder AAV, in das Genom der Wirts-
zelle integrieren, besteht nur ein geringes Risiko einer onkogenen Entartung der infizierten
Zelle. Wie oben beschrieben, zeigen sie einen gewissen Onkotropismus und infizierte Zellen
zeichnen sich durch eine sehr hohe Transgenexpression aus. Außerdem sind sie relativ
stabil, was den Herstellungsprozess und die Lagerung vereinfacht. Dagegen stehen Nach-
teile, wie eine geringe Kapazität für potenzielle Transgene, eine deutliche Immunogenität
und die verhältnismäßig aufwendige Herstellung größerer Mengen.
In dieser Arbeit wurde versucht, einige Punkte näher zu untersuchen, darunter den On-
kotropismus, die Immunogenität und die Herstellung der Vektoren.
Konstruktion der Vektoren
Um ein Transgen in einen Virus aufnehmen zu können, muss normalerweise ein Stück
des ursprünglichen Genoms entfernt werden. Bei parvoviralen Vektoren geschieht dies
durch Entfernung eines Stückes aus der Kapsidsequenz. Dies hat zur Folge, dass
v die erwünschten Eigenschaften des Genoms (Onkotropismus) und von NS1
(Zytotoxizität) erhalten bleiben,
v genomische Sequenzen die für Replikation und Verpackung notwendig sind,
noch vorhanden sind,
v eine Kontrolle der Transgenexpression durch die Transkriptionseinheit P4-
NS1-P38 möglich ist,
v keine eigenständige Vermehrung der Vektoren mehr möglich ist, da die Kap-
sidsequenz unvollständig ist und daher auch
v zur Produktion die Kapsidsequenz in trans zugegeben werden muss.
Vektoren mit Deletionen unterschiedlicher Länge auf der Basis von infektiösen Klonen
(Plasmide, die die Sequenz des Viruses/Vektors doppelsträngig enthalten) von MVMp und
H-1 wurden entwickelt (Schema Abb. 3, 1. Schritt). Es zeigte sich, dass bei Deletionen über
1600 Basen (∆1600) und bei Überschreitung der ursprünglichen Länge des Genoms um
über 5% keine zufriedenstellende Ausbeute bei der Produktion zu verzeichnen war. Um ei-
nen bequemen Einbau verschiedener Transgene zu ermöglichen, wurde in die Deletion ein
sogenannter Polylinker eingefügt, der einige Restriktionsenzym-Schnittstellen enthält [Kest-
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ler et al., 1999; Haag et al., 2000]. Da die Länge des potenziellen Transgens durch die De-
letion begrenzt ist, wurden vor allem Gene für kurze Zytokine (IL-2) oder Chemokine (CCL2,
7 (MCP-1,-3), CXCL10 (IP-10)) in die Vektoren eingefügt.
Vektorproduktion
Zur Produktion von Vektoren wird das Plasmid, das die Vektor-DNA mit dem Transgen
enthält, zusammen mit dem Plasmid, das die Kapsidgensequenz unter der Kontrolle des
starken CMV-Promotors enthält, mit Hilfe der Kalziumphosphat-Methode in die Produktions-
zelllinie 293T kotransfiziert. Im Folgenden wird die Vektor-DNA amplifiziert, NS1 exprimiert
und dadurch einzelsträngige DNA mit den ebenfalls exprimierten Kapsidproteinen verpackt.
Die so gebildeten Vektoren werden durch Einfrieren und Auftauen aus den Zellen befreit
[Kestler et al., 1999]. Die Aufreinigung erfolgt durch Ultrazentrifugation in einem Iodixanol-
gradienten. Dadurch werden zelluläre Bestandteile und der größte Teil der Kapside ohne
DNA abgetrennt [Zolotukhin et al., 1999; Wetzel et al., 2001]. Zur weiteren Konzentration
wird diese Vektorsuspension in einem Saccharosegradienten weiterbehandelt und der
Rückstand in einem isotonischen Puffer aufgenommen.
Chimäre Vektoren
Da die Sequenzen der
Vektor-DNA und des Kap-
sidgenes in Teilbereichen
vollständig homolog sind,
kann es im Laufe der DNA-
Amplifikation in der produ-
zierenden Zelle zu homolo-
gen Rekombinationen kom-
men. In Folge dessen wird
das Transgen entfernt und
die Kapsidsequenz im Ge-
nom wieder hergestellt. Da-
durch entstehen Verunreini-
gungen mit replikationsfähi-
gen Viren, die bei einer An-
wendung im Organismus zur
Virämie führen können.
 Um dies zu verhindern,
wurde, aus den vorhandenen
Vektoren basierend auf
MVMp und H-1, eine Chimä-
ren konstruiert (s. Abb. 3).
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Abb. 3 Konstruktion des Vektors MVM∆800 und dem chimären
Vektors C5∆800. Homologie auf 70% reduziert.
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Das Genom besteht in diesem Fall bis zum Polylinker aus einem MVMp-Teil, der restliche
Teil der Kapsidsequenz stammt aus H-1 und das anschließende 5'-Ende wieder von MVMp.
Dies führt zur Reduzierung der Homologie im mittleren Teil auf nur noch 70%. Dadurch re-
duziert sich die Wahrscheinlichkeit einer homologen Rekombination drastisch. Während bei
der Herstellung des ursprünglichen Konstruktes Verunreinigungen mit replikationsfähigen
Viren von 0,01% auftraten, zeigten Präparationen mit Chimären nur in Einzelfällen Konta-
minationen im Bereich von 0,0001% [Wrzesinski et al., 2003]. Die in dieser Arbeit verwen-
deten chimären Vektoren haben eine Deletion von 800 Basenpaaren (sog. C5∆800) und
dienten als Grundvektoren zur Einfügung verschiedener Transgene.
3.5 Parvoviren in der Krebstherapie
Wildtyp-Viren
Aufgrund der Tatsache, dass H-1-Viren in Tumorpräparationen von Ratten entdeckt wur-
den, vermutet man, dass es ein onkogenes Virus sei. In einer Studie mit 1988 Hamstern, die
kurz nach der Geburt Injektionen mit H-1 bekamen zeigte sich jedoch eine reduzierte Tu-
morinzidenz im Vergleich zu Tieren, die ein anderes Virus erhalten hatten (0,23% zu 5%).
Allerdings führte die Injektion mit H-1 zu nicht näher bestimmten Deformationen der Jung-
tiere [Toolan, 1967]. Neben einer protektiven Wirkung der Parvoviren konnte auch mehrfach
eine therapeutische Wirkung in Tieren gezeigt werden. Bei der gleichzeitigen Gabe von Ehr-
lich-Aszites-Zellen intraperitoneal und MVMp intramuskulär zeigte sich eine vollständige
Tumorsuppression. Diese Tiere entwickelten auch nach erneuter Tumorzellinjektion ohne
Virusgabe keine Tumoren. Keine Wirkung erzielten Injektionen mit MVMi, inaktiviertem
MVMp oder MVMp, wenn die Injektion 24 h vor der Tumorzellinjektion erfolgte. In in vivo
behandelten Zellen konnten jedoch weder Virusproteine noch -DNA nachgewiesen werden,
was einen direkten zytotoxischen Effekt durch eine Infektion unwahrscheinlich macht. Inte-
ressanterweise zeigten alle Tiere schon bei Versuchsbeginn Anitkörper gegen MVMp
[Guetta et al., 1986]. Ähnliche Effekte wurden auch mit Sarcoma I Tumoren in Balb/c Mäu-
sen, die mit Mouse Parvovirus (MPV-1) infiziert waren, erzielt [McKisic et al., 1996]. Zusätz-
lich zeigten die Tiere, die die Tumoren abgestoßen hatten, eine abgeschwächte T-Zellaktivi-
tät auf. 
In anderen murinen Modellen zeigte Wildtyp-MVMp allerdings keine signifikante Wachs-
tumsbeeinflussung (P815, H5V, B78 H1), trotz teilweise starker zytotoxischer Effekte in vitro
[Wetzel, 2000; Giese et al., 2001; Lang; 2003].
Bisher wurden H-1-Viren in zwei kleinen klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit und Si-
cherheit in der Tumortherapie getestet. 1965 wurde zwei Patienten mit terminalen Osteo-
sarkomen H-1 intramuskulär und intratumoral injiziert. In den Blutproben konnten bis zum
zehnten Tag nach der Injektion Viren nachgewiesen werden, was eine erfolgreiche Replika-
tion wahrscheinlich macht. Es traten keine Nebenwirkungen auf, allerdings verstarben die
Patienten ca. 40 Tage nach der Virusinjektion [Toolan et al., 1965]. In einer weiteren frühen
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Phase I Studie wurde zwölf Patienten mit unterschiedlichen metastasierenden Tumoren je
1011 plaque-bildende Einheiten H-1-Virus in eine ausgewählte Metastase injiziert. Die An-
wendung wurde von den Patienten gut vertragen, alle Patienten bildeten Antikörper gegen
H-1. In vier Patienten konnte sich eine Stabilisierung der behandelten Metastasen nachwei-
sen (3/7 Mammakarzinome, 1/1 Bronchialkarzinom). In einigen behandelten und unbehan-
delten Läsionen konnten Virusproteine nachgewiesen werden, was wiederum eine erfolg-
reiche Replikation voraussetzt [Le Cesne et al., 1993].
Die Anwendung von H-1 Wildtyp-Viren zeigt somit eine beschränkte Wirksamkeit, aller-
dings mit guter Verträglichkeit, auch beim Auftreten einer Virämie. Die Patienten entwickeln
Antikörper, was den Erfolg der Therapie sehr wahrscheinlich schmälert. Um die Wirkung der
Wildtyp-Viren zu verbessern, wurden rekombinante Vektoren mit verschiedenen Transgenen
erzeugt. 
Rekombinante parvovirale Vektoren
Durch die Konstruktion der rekombinanten parvoviralen Vektoren soll es möglich werden,
therapeutische Transgene, unter Ausnutzung der onkotropischen und zytotoxischen Effekte
der Wildtyp-Viren, in primäre Tumoren oder Metastasen einzuschleusen und somit eine
verstärkte antitumorale Wirkung zu erzielen. 
In einer Studie mit Interleukin (IL-) 2 transduzierenden H-1-Vektoren konnte gezeigt wer-
den, dass eine Infektion von HeLa-Zellen in vitro mit einer 'multiplicity of infection' (MOI,
Verhältnis von Viruseinheiten zu Zellzahl) von eins, nur eines von neun Tieren subkutane
Tumoren entwickelten. Die Infektion der Zellen mit Wildtyp-H-1, H-1∆800 und H-1/CCL-2
(MCP-1) hatte erst bei einer MOI von 5 einen Einfluss auf die Tumorbildung. In Tumoren, die
mit IL-2 transduziert worden waren, konnte immunhistochemisch und durch RT-PCR eine
Rekrutierung und Aktivierung von natürlichen Killerzellen beobachtet werden [Haag et al.,
2000].
In einer weiteren Studie mit HeLa-Zellen zeigte das Chemokin CCL7 (MCP-3) nach
Transduktion mit einem H-1-Vektor eine starke Transgenexpression. Wurden die Zellen
nach Transduktion subkutan in Nacktmäuse injiziert, so wuchsen auch hier die Tumoren
langsamer als nicht-transduzierte oder mit Vektor ohne Transgen transduzierte Tumoren.
Histologische Untersuchungen der Tumoren zeigten drei und fünf Tage nach der Injektion
eine vermehrte Infiltration von Makrophagen und dendritischen Zellen. Die RT-PCR von
Tumorexplantaten zeigte eine deutlich stärkere Expression von IFNγ, Perforin, Granzym A
und B in CCL7 (MCP-3) transduzierten Tumoren. Dies wurde als NK-Zellaktivität gedeutet
[Wetzel et al., 2001]. In beiden Studien mit immundefizienten Mäusen zeigten sich keine
schwerwiegenden, unerwünschten Nebenwirkungen.
In immunkompetenten Tieren mit etablierten subkutanen H5V-Tumoren (Hämangiosar-
kom) führte die Behandlung der Tiere mit MVM/CXCL10 (IP-10) peritumoral und intraperito-
neal zu einer Verringerung des Tumorwachstums und geringerer Mortalität. Interessanter-
weise konnte mit der Behandlung auch die Bildung von Metastasen drastisch verringert
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werden (100% MVMp zu 40% MVM/CXCL10). Die entnommenen Tumoren zeigten eine
starke Expression von Granzym B und Interferon (IFN) γ. Die Wirkung des Vektors war ab-
hängig von T-Zellen, da immundefiziente Nacktmäuse keinen therapeutischen Effekt er-
kennen ließen [Giese et al., 2002].
 Das murine Melanom B78 H1 zeigte nach Infektion in vitro mit einem CCL7 (MCP-3)
transduzierenden MVM-Vektor bei einer MOI von 10 eine vollständige Unterdrückung des
Tumorwachstums in immunkompetenten Mäusen. Erhielten die Tiere, die den Tumor abge-
stoßen hatten, erneut eine Injektion mit unbehandelten B78 H1-Zellen, so entwickelten nur
zwölf von 16 Tieren einen Tumor. Das bestätigte zumindest teilweise das Vorhandensein
einer spezifischen Immunität. Wurden bereits etablierte subkutane Tumoren mit dem glei-
chen Vektor behandelt, so führte dies zu einem verzögerten Tumorwachstum und einem
verlängerten mittleren Überleben, während die Behandlung mit MVMp oder dem Vektor
ohne Transgen (MVM∆400) kaum einen Unterschied zu unbehandelten Tieren zeigte. Da
immundefiziente Nacktmäuse ein geringeres Ansprechen auf die CCL7 (MCP-3) Transduk-
tion zeigten und in den Tumoren von immunkompetenten Tieren durch RT-PCR die Ex-
pression von T-/NK-Zellmarkern (CD8 bzw. NK1.1) und -effektormolekülen (IFNγ, Perforin,
Granzym A, CD95L, IL-2) spezifisch in mit CCL7 behandelten Tieren auftrat, wird eine
T-/NK-Zell Immunantwort vermutet. Allerdings konnte in einem Test auf spezifische Lyse von
B78 H1 durch zytotoxische T-Zellen kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden [Wetzel, 2000].
4. Chemokine
4.1 Übersicht
Chemokine sind eine Gruppe von kleinen (8-14 kDa), meist basischen, strukturell ver-
wandten Proteinen. Sie besitzen vor allem die Eigenschaft, Zellen zur Wanderung Richtung
des Ortes ihrer Freisetzung anzuregen und zwar entlang eines ansteigenden Konzentrati-
onsgradienten (Chemotaxis). Der Name Chemokin setzt sich zusammen aus chemoat-
tractant und cytokine. Chemokine werden von vielen verschiedenen Zellarten konstitutiv
oder auf bestimmte Stimuli hin freigesetzt. Ihre Hauptfunktion ist es, Zellen des Immun-
systems zur zielgerichteten Wanderung in lymphatische Organe oder an Orte von Entzün-
dungen anzuregen. Neben dieser Chemotaxis können Chemokine auch andere Effekte
hervorrufen, wie z.B. eine Aktivierung der Angiogenese durch CXCL-8 (IL-8). Sie wirken
über G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die sich je nach Zellart und Zellzustand in unter-
schiedlicher Zusammensetzung vor allem auf Lymphozyten, aber auch auf Tumozellen fin-
den [Rossi & Zlotnik, 2000].
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 Mittlerweile sind 42 Chemokine und 18 Chemokinrezeptoren beim Menschen bekannt
[Houshmand et al., 2003]. Die Chemokine werden in vier Gruppen eingeteilt, abhängig von
der Stellung der ersten zwei ihrer vier Cysteinreste zueinander: (AS: Aminosäure)
Gruppe
AS zw.
Cysteinen Anzahl
Häufigster
Lokus Rezeptoren Beispiele
CC keine 23 17q11.2-12 CCR 1-11 RANTES, MIP-1α, MCP-1, Eotaxin
CXC 1 14 4q12-q13 CXCR 1-6 IL-8, IP-10, SDF-1
CX3C 3 1 16q13 CX3CR 1 Fractalkin
XC nur 1 Cys 2 1q23 XCR 1 Lymphotactin
Die Nomenklatur der Rezeptoren wurde im Jahre 2000 durch die International Union of
Pharmacology vereinheitlicht [Murphy et al., 2000]. Dabei wird den Bezeichnungen für die
vier Gruppen jeweils ein R (Rezeptor) und eine fortlaufende Nummer für den entsprechen-
den Rezeptor angehängt, z.B. CCR5. Im gleichen Jahr wurde eine ähnliche Nomenklatur für
die Chemokine vorgeschlagen [Zlotnik & Yoshie, 2000], die im Jahre 2002 von der Interna-
tional Union of Immunological Societies übernommen wurde. Die Chemokine tragen eben-
falls ihren Gruppennamen, ein L für Ligand und eine fortlaufende Nummer, die der schon
bestehenden Nummerierung der Chemokingene entnommen wurde, z.B. CCL7 für MCP-3.
Dabei haben nun die humanen (h) und murinen (m) Chemokine mit der jeweils größte Ho-
mologie die gleiche Bezeichnung. 
Neue Bezeichnung Alte Bezeichnung Bindung an Rezeptoren
CCL2 MCP-1, MCAF CCR2
CCL3 MIP-1α CCR1, CCR5
CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5
CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3, CCR5
CCL8 MCP-2 CCR2, CCR3, CCR5
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2
CXCL10 IP-10 CXCR3
Viele Chemokine haben die Eigenschaft über mehrere Rezeptoren zu wirken. Dabei bin-
den verschiedene Chemokine mit großer Homologie auch an ähnliche Rezeptoren, wenn
auch mit unterschiedlicher Affinität. Während einige CXC Chemokine des 4q12 Lokuses
(CXCL1-8) über CXCR1 und 2  vor allem neutrophile Granulozyten zu Beginn einer Entzün-
dung anlocken, so wirkt eine Gruppe CC Chemokine, die im 17q11.2-12 Lokus codiert ist
(z.B. CCL2, CCL5, CCL7), vor allem auf die Rezeptoren CCR1, 2, 3, 5 und löst damit eine
Attraktion von Makrophagen und T-Lymphozyten aus.  
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Chemokine und Entzündungen
Chemokine spielen eine entscheidende Rolle bei allen physiologischen und pathologi-
schen Entzündungsreaktionen. Durch eine Infektion oder einen mechanisch ausgelösten
Zellverlust wird vom umgebenden Gewebe eine Entzündungsreaktion ausgelöst. Neben den
klassischen Entzündungsmediatoren, wie Histamin, werden auch Chemokine, beispielsweise
CCL2 (MCP-1) oder
CXCL8 (IL-8), se-
zerniert, die einen
Konzentrationsgra-
dienten in Richtung
Entzündungsherd
bilden (s. Abb. 4).
Außerdem diffundiert
ein Teil in Blutgefäße
ein, wo die basischen
Chemokine allerdings
sofort an die sauren
Proteoglykane der
Endothelien binden.
Passieren nun neutrophile Granulozyten und Makrophagen diese Stelle des Blutgefäßes, so
werden sie, unter anderem, durch die Bindung ihrer Chemokinrezeptoren an die fixierten
Chemokine festgehalten und können dann die Gefäße verlassen (Extravasation). Anschlie-
ßend bewegen sie sich aktiv, dem weiteren Gradienten folgend, in Richtung Entzündung
(Chemotaxis). Dort angekommen und aktiviert, bilden sie selber weitere Chemokine (z.B.
CCL3 (MIP-1α)), die wiederum Zellen für eine spezifische Immunantwort, wie dendritische
Zellen und T-Zellen, anlocken.
Auch bei chronischen Entzündungen spielen Chemokine eine entscheidende Rolle. In
knockout Studien mit Mäusen konnte gezeigt werden, dass Tiere ohne CCR2 in einem Li-
pidstoffwechsel-Modell kaum noch atherosklerotische Plaques entwickeln [Boring et al.,
1998]. Diese Tiere zeigten auch eine geringere Anfälligkeit auf Antigenstimuli in einem Mo-
dell für allergisches Asthma, durch eine verminderte Infiltration von eosinophilen Granulozy-
ten und Mastzellen in das pulmonale Gewebe [Campbell et al., 1999]. Chemokine beein-
flussen auch die Art der ausgelösten Immunantwort. Agonisten an CCR5 und CXCR3 leiten
eine Chemotaxis von TH1-Zellen ein und lösen somit eine eher zelluläre Immunantwort aus,
wohingegen Agonisten an CCR3, 4 und 8 eine humorale Antwort durch TH2- bzw. B-Zellen
initiieren [Houshmand & Zlotnik, 2003].
Chemokine und die Bildung von Krebs
Chemokine beeinflussen Tumoren auf sehr vielseitige Art und Weise. Sie steuern die
Leukozyteninfiltration und damit die Art der Immunantwort und welche Effekte sie auslöst.
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Abb. 4 Extravasation und Chemotaxis eines Makrophagen aufgrund eines
Konzentrationsgradienten von CCL2 Richtung Entzündung.
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Ferner beeinflussen sie die Angioneogenese als einen wichtigen Faktor der Tumorprogres-
sion. Schließlich können sie direkt auf die Tumorzellen wirken, als Wachstumsfaktoren oder
Leitmoleküle für die Metastasierung [Balkwill, 2003]. 
Chemokine werden von Tumorzellen selbst und/oder von tumorassoziierten Leukozyten
freigesetzt. Dabei wurde beobachtet, dass eine derart angeregte Entzündungsreaktion vor
allem eine Immunantwort basierend auf T-Helferzellen vom Typ 2 hervorruft. Diese unter-
drückt eine effektive zelluläre Abwehr durch die Inhibition von zytotoxischen T-Zellen und
NK-Zellen [Balkwill & Mantovani, 2001]. 
Bestimmte Chemokine bewirken eine Angioneogenese. Beispielsweise führt die Freiset-
zung von CXCL8 (IL-8), wie sie in Melanomen beobachtet wird, zur Chemotaxis von Endot-
helzellen und somit zur Vaskularisierung. Im Gegenzug wirkt CXCL10 (IP-10) hemmend auf
die Angioneogenese [Balkwill & Mantovani, 2001].
Maligne Melanome setzen, wie bereits erwähnt, im Gegensatz zu normalen Melanozyten,
Chemokine frei. Zusätzlich wurde bei ihnen die Expression von Chemokinrezeptoren beob-
achtet. Die Freisetzung von CXCL8 und die Bindung an CXCR2 führen somit zu einer auto-
krinen Stimulation des Wachstums und der Migration der Tumorzellen [Schadendorf et al.,
1993]. Zusätzlich wurde das Vorhandensein von CCR7 und CCR10 auf Melanomzellen in
Zusammenhang mit der Tendenz zur Metastasierung in die Haut und in Lymphknoten ge-
bracht, da diese Orte der Expression für die Liganden CCL19 (MIP-3β) und 21 (6CKine)
sind. Die Expression von Chemokinen führt außerdem zur Freisetzung von Matrixmetallo-
proteinasen durch tumorinfiltrierende Leukozyten. Diese bauen sehr effektiv die extrazellu-
läre Matrix ab und fördern somit invasives Tumorwachstum und die Metastasierung [Balkwill,
2003].
Chemokine in der Krebstherapie
Chemokine zeigen auch starke antitumorale Wirkung. Neben der schon erwähnten an-
giostatischen Wirkung von CXCL10 (IP-10) und damit antitumoralen Wirkung [Giese et al.,
2002], zeigen viele Studien durch Überexpression oder direkte Injektion von Chemokinen in
Tumoren ihren potentiellen Nutzen als Therapeutika. 
Bottazzi et al. konnten 1992 zeigen, dass murine Melanome (B78 H1) mit CCL2 (MCP-1)
transfiziert, ein verringertes Tumorwachstum und eine erhöhte Makrophageninfiltration in
immunkompetenten Tieren hatten. Dagegen förderte eine zusätzliche lokale Applikation von
IL-2 die Tumorinzidenz. Dabei hängt die Tumorinzidenz auch von der Menge des freigesetz-
ten Chemokins ab, da humane Melanome nach Transfektion bei geringer CCL2-Produktion
in Nacktmäusen Tumoren hervorriefen, hingegen bei hoher CCL2-Freisetzung die Tumoren
früh abgestoßen wurden. Auch hierbei spielte die Makrophageninfiltration eine entschei-
dende Rolle [Nesbit et al., 2001]. CCL20 (MIP-3α) in vivo transduziert mit Hilfe eines ade-
noviralen Vektors führte in vier murinen Tumormodellen (B16, CT26, CT26.CL25, Lewis
Lung Karzinom) zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum gegenüber der Injektion
des Vektors ohne Transgen. Die CCL20 transduzierten Tumoren zeigten eine stark erhöhte
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Infiltration von dendritischen und CD8+ Zellen, die in der Lage waren, spezifisch die Tumor-
zellen in vitro zu lysieren [Fushimi et al., 2000]. Diesen experimentellen Studien folgten bis
jetzt jedoch keine klinischen Studien.
4.2 CCL7 (MCP-3) und CCL8 (MCP-2)
Die beiden Chemokine CCL7 (Monocyte Chemotactic Protein (MCP-) 3) und CCL8 (MCP-
2) gehören mit den beiden anderen MCPs (CCL2, CCL13), CCL11 (Eotaxin) und CCL1 (I-
309)  zu einer Subgruppe der CC Chemokine des 17q11.2-12 Lokuses. Abgesehen von
CCL1 (I-309) zeigen sie untereinander große Homologien der Proteinsequenzen, ähnliche
Rezeptorbindungseigenschaften und zelluläre Wirkungspektren. 
Eigenschaften
CCL7 und CCL8 wurden in Überständen von zytokinstimulierten Osteosarkomzellen
(MG63) entdeckt, als chemotaktisch aktive, zusammen mit CCL2 freigesetzte Proteine [Van
Damme et al.,1992]. Nach der Translation wird von dem 99 Aminosäuren großen Pro-Pro-
tein eine 23 Aminosäuren lange Signalsequenz abgetrennt, der N-ständige Glutaminrest in
einen Pyroglutaminrest umgewandelt und das reife Protein (76 AS), nach Stimulierung,
ausgeschüttet. Die Sequenzen sind untereinander zu 58%, gegenüber CCL2 zu 71% (CCL7)
bzw. 62% (CCL8) homolog. Die Tertiärstrukturen sind annähernd gleich, allerdings neigt
CCL8 in Lösungen hoher Konzentration zur Dimerisierung. Beide haben aufgrund einiger
Lysin- und Argininreste einen hohen theoretischen isoelektrischen Punkt zwischen 9 und 10.
Die folgende Tabelle fasst die wichtigsten Gemeinsamkeiten und Unterschiede der beiden
Chemokine zusammen, allerdings muss erwähnt werden, dass die Literatur sich eingehen-
der mit CCL7 beschäftigt und deshalb gewisse Eigenschaften und Funktionen von CCL8
noch nicht beschrieben sein könnten. 
CCL7 (MCP-3) CCL8 (MCP-2)
Proteinstruktur 76 Aminosäuren, N-Terminus Pyroglutamin, basisch
Molare Masse [g/mol] 8956 8914
Murines Homolog mCCL7 (MCP-3) 59% ?
Glykosylierungen mind. 4 N- und O-Glykosyl. keine bekannt
Expression nach Stimulus 
(z.B. IL-1β, IFN-α, -β, -γ, TNF,
ConA, dsRNA, Viren) 
Endothel, Fibroblasten, glatte
Muskulatur, Monozyten,
Granulozyten, Asterozyten,
verschiedene Tumorzelllinien
Fibroblasten, Monozyten,
Asterozyten, verschiedene
Tumorzelllinien
Rezeptoraktivierung CCR 1, 2, 3, (5), 10? 1?, 2, 3?, 5
Stark chemotaktisch für Monozyten, T-Zellen,
dendritische Zellen
Monozyten, T-Zellen
Schwach chemotaktisch für NK-Zellen, Neutrophile,
Basophile, Eosinophile
dendritische Zellen, NK-Zellen,
Basophile, Eosinophile
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CCL7 (MCP-3) CCL8 (MCP-2)
Aktivierung von Monozyten, T-Zellen, NK-Zellen,
Eosinophile, dendritische Zellen
Monozyten, NK-Zellen,
T-Zellen, Eosinophile
Aktivierung führt zur
Freisetzung von
Arachidonsäure, Histamin,
Leukotriene, N-Acetyl-D-
glucosamidase, Granzym A,
MMP-9 (Gelatinase B)
Histamin, N-Acetyl-D-
glucosamidase, Granzym A,
MMP-9 (Gelatinase B)
Abbau durch MMP-2, -14, -3, -1, -13 MMP-3
Pathologische Effekte bei Asthma, allergischer Rhinitis,
multipler Sklerose,
Atherosklerose
Sepsis, multipler Sklerose,
Atherosklerose
Anmerkungen zur Tabelle: Die Bindung von CCL7 an CCR5 führt nicht zu einer Aktivie-
rung der Zelle. Die Effekte von CCL8 an CCR1 und 3 bzw. von CCL7 an CCR10 sind in der
Literatur widersprüchlich beschrieben. Für eine Wirkung der Chemokine auf NK-Zellen ist
eine vorherige Inkubation der Zellen mit IL-2 notwendig. Abkürzungen: mCCL - murines
Chemokin, ConA - Concavallin A, dsRNA - doppelsträngige RNA, MMP - Matrixmetallopro-
teinasen. [Van Damme et al., 1992; Proost et al., 1996; Van Coillie et al., 1999; Menten et
al., 2001, McQuibban et al., 2002; Houshmand et al., 2003]
Zusammenfassend zeigt CCL7 ein größeres Wirkungsspektrum und eine höhere Aktivität
als CCL8. Vor allem die starke Wirkung auf dendritische Zellen und die Aktivierung von T-
Zellen sind für eine Tumortherapie von großem Interesse. Allerdings wird CCL8 nicht glyko-
syliert und von nur einer bekannten Matrixmetalloproteinase abgebaut. Das könnte zu einer
besseren Steuerbarkeit der Reaktionen bei der Tumortherapie führen. 
Matrixmetalloproteinasen degradieren CCL7 und 8 durch Spaltung zwischen Aminosäure
vier und fünf am N-Terminus. Die so veränderten Proteine (CCL 5-76) binden mit der glei-
chen Affinität an ihre Rezeptoren, sind aber nicht funktionell. In dieser Form sind sie somit
Antagonisten der eigentlichen Chemokinwirkung. Es konnte gezeigt werden, dass die ver-
änderten Chemokine sogar in der Lage waren, in vivo ausgelöste Entzündungen zu mindern
[McQuibban et al., 2002].  
Therapeutische Aspekte von CCL7 (MCP-3)
Mittlerweile wurde CCL7 (MCP-3) in mehreren Studien auf seine antitumoralen Effekte in
Mausmodellen untersucht. Die Transfektion von CCL7 in Zellen des immunogenen Masto-
zytommodells P815 führte zur Abstoßung der subkutan injizierten Tumorzellen in sechs von
sieben immunkompetenten Tieren, aber nicht in Nacktmäusen. Die Tumoren zeigten eine
stark erhöhte Infiltration von T-Zellen (CD4+ und CD8+), neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten gegenüber zu Tumoren unbehandelter Zellen. Monozyten akkumulierten in
geringerem, aber ebenfalls signifikanten Maße. Dendritische Zellen zeigten eine Anhäufung
in der Peripherie der Tumoren. Die Injektion von Antikörpern gegen CD4, CD8 und IFNγ,
aber nicht gegen IL-4 und polymorphonukleäre Neutrophile verhinderte eine erfolgreiche
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Abstoßung der Tumoren, was auf eine Immunantwort des Typ 1 hindeutet [Fioretti et al.,
1998]. 
Hu et al. transfizierten das Colorectalkarzinom CMT93 mit CCL7. Nach subkutaner Injek-
tion entwickelten alle Tiere Tumoren, allerdings wiesen die transfizierten Zellen ein verrin-
gertes Wachstum auf. Auch hier wurde eine verstärkte Leukozyteninfiltration gegenüber den
nicht transfizierten Tumoren festgestellt. Außerdem wurde eine Metastasierung vollständig
unterdrückt.
Eine weitere Studie zur antitumoralen Wirkung von CCL7 mit Hilfe eines gentherapeuti-
schen Ansatzes wurde in Kapitel 3.5 beschrieben [Wetzel et al., 2000].
Die antitumorale Wirkung von CCL7 bedarf somit einer eingehenderen Untersuchung, um
sie zu optimieren und zu klären, ob in bereits etablierten Tumoren ein ähnlicher Effekt er-
reicht werden kann.
5. Ziele dieser Arbeit
Für Melanompatienten mit Tumoren der Stadien III oder IV gibt es bisher keine zufrie-
denstellende Therapie. Weder klassische, noch neuere experimentelle Ansätze konnten
eine signifikante Reduktion der Mortalität erzielen. Es muss deshalb nach effektiven Alter-
nativen gesucht werden.
In dieser Arbeit wurden rekombinante, autonome parvovirale Vektoren auf ihre Wirkung
auf Melanome muriner Herkunft in vitro und in vivo hin untersucht. Es sollten in den neuen
chimären Grundvektor C5∆800 (für Chimäre fünf mit Deletion von 800 Basenpaaren im
Kapsidgenteil zur Aufnahme von therapeutischen Transgenen [Wrzesinski et al., 2003]) die
Transgene für die humanen Chemokine CCL7 (MCP-3) und CCL8 (MCP-2) eingefügt wer-
den. Mit der Untersuchung der Wirkung des Vektor MVM/CCL7 war bereits im murinen Me-
lanom B78 und humanen Zervixkarzinom HeLa begonnen worden [Wetzel, 2000]. 
Präparationen der neuen Konstrukte (C5/CCL7 und C5/CCL8) mussten zuerst auf eine
eventuelle Kontamination mit replikationskompetenten Viren (wie sie bei der Herstellung der
nicht-chimären Vektoren entstehen) hin untersucht werden. Außerdem musste eine ver-
lustärmere Methode zur Konzentrierung der Vektoren zur in vivo Injektion entwickelt werden,
die ebenfalls in der Lage ist, das für die Gradientenaufreinigung notwendige Iodixanol wei-
testgehend aus der Vektorpräparation zu entfernen.
Um die mit B78 erhaltenen Ergebnisse mit anderen murinen Melanomen zu vergleichen,
mussten diese erst in vitro auf ihre Infizierbarkeit mit rekombinanten Vektoren und Wildtyp-
MVM, sowie auf ihre Fähigkeit, die Chemokine nach Transduktion freisetzen zu können, hin
untersucht werden. Weitere Untersuchungen, wie die der Expression von bestimmten Mar-
kergenen und des viralen nicht-strukturellen Proteins NS1 nach einer Infektion, sollten die
Reaktionen der Zelllinien auf die Behandlung mit den Vektoren näher beschreiben. Die Er-
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mittlung des Wachstums nach Infektion und einer zytotoxischen Wirkung einer Infektion in
vitro mit rekombinanten Vektoren und Wildtyp-Viren war für die Vorbereitung der in vivo Ex-
perimente von Bedeutung, da so eine direkte Wirkung des Vektors ohne Einfluss des Im-
munsystems ermittelt werden kann.
Das Hauptaugenmerk der Arbeit sollte jedoch auf der Untersuchung der Behandlung der
Melanome mit den Vektoren im Tiermodell liegen, da nur in vivo die chemoattraktive und
somit immunstimulierende Wirkung der Transgene auf eine therapeutische Effektivität un-
tersucht werden kann. 
Zur Klärung einer prinzipiellen Wirksamkeit in den verschiedenen Modellen sollten vorab
in vitro-infizierte Tumorzellen subkutan in syngene Mäuse injiziert und das Tumorwachstum
in dieser 'idealen' Situation verfolgt werden. Zeigte sich nun ein deutlicher therapeutischer
Effekt, sollte dann versucht werden, etablierte subkutane Tumoren durch Vektorinjektionen
zu behandeln, da auf diese Weise die tatsächliche Behandlungssituation am Menschen
nachgestellt werden kann. Dabei sollten das Tumorwachstum und die Überlebensdauer der
Tiere als Marker für einen Therapieerfolg ermittelt werden. Außerdem musste die Wir-
kungsweise durch Untersuchungen von Markergenexpressionen im Tumor und der lympho-
zytären Aktivität gegenüber Tumorzellen ermittelt werden. Im Weiteren sollte geklärt werden,
ob und in welchem Umfang eine in vivo-Anwendung der Vektoren zur Bildung von neutrali-
sierenden Antivektor-Antikörpern führt und ob diese die Therapie beeinflussen.
Ferner sollte mit den vorhandenen Melanommodellen die Möglichkeit einer Therapie von
Metastasen evaluiert werden. Dazu sollte, wie im Falle der subkutanen Tumormodelle, das
Verhalten von in vitro-infizierten Tumorzellen nach einer intravenösen Applikation im Bezug
auf die Metastasierungsrate bestimmt werden.
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1. Herstellung und Charakterisierung parvoviraler Vektoren
1.1 Einbau der Transgene in die chimären Vektoren
Der neue chimäre Vektor C5∆800 stellt eine Weiterentwicklung des Vektors MVM∆800
dar, welcher in früheren Studien verwendet wurde [Wetzel, 2000]. C5∆800 zeichnet sich
durch eine reduzierte Tendenz zur homologen Rekombination während des Herstellungs-
prozesses aus (s. EINLEITUNG, 3.4). Das Chemokin CCL7 (MCP-3) hat im MVM-Konstrukt
(MVM/CCL7) als immunmodulierendes Transgen vielversprechende Ergebnisse in der ex-
perimentellen Therapie von murinen Melanomen erzielt [Wetzel, 2000]. Es sollte in seiner
Wirksamkeit mit dem Chemokin CCL8 (MCP-2) verglichen werden. Um die für diese Arbeit
notwendigen Vektoren zu konstruieren, wurden cDNAs für humanes CCL7 (MCP-3), CCL8
(MCP-2) und 'Enhanced Green Fluorescent Protein' (EGFP, als Markergen) aus vorhande-
nen Plasmiden ausgeschnitten und in das Plasmid der Chimäre C5∆800 in den Polylinkerteil
eingefügt. Abb. 5 zeigt eine schematische Übersicht der Klonierungen. 
CCL7 (MCP-3)
Das Plasmid pBKRSV/PCRMCP3B [Opdenakker et al., 1993] wurde mit der Restrik-
tionsendonuklease XhoI geöffnet und die überhängenden Enden mit Klenow-Fragment be-
handelt, so dass glatte Enden entstanden. Daraufhin wurde das Plasmid mit BamHI behan-
delt und das entstandene kleinere Fragment, welches die Sequenz für CCL7 enthielt, ge-
wonnen. Die Schnitte erfolgten 101 bp vor dem Startcodon am 5'-Ende und 32 bp nach dem
Stopcodon am 3'-Ende von CCL7. Das Plasmid pC5∆800 wurde zuerst mit ClaI geöffnet, mit
Klenow-Fragment die überhängenden Enden gefüllt und schließlich mit BamHI behandelt.
Das so gewonnene Fragment wurde mit dem CCL7 Fragment ligiert (Abb. 5, links) und mit
dem entstandenen Plasmid (pC5/CCL7; 6882 bp) wurden elektrokompetente E. coli Bakte-
rien transformiert.
CCL8 (MCP-2) und EGFP
Das Plasmid pBLMCP2H [Van Damme et al., 1992] wurde mit MluI und ClaI behandelt
und das CCL8 Fragment gewonnen. Dieses wurde in pC5∆800, nach einer Behandlung mit
den gleichen Enzymen, eingefügt (Abb. 5, Mitte).
Die Sequenz von EGFP wurde aus dem Plasmid pEGFP-1 (BD BIOSCIENCE) mit SacI und
NotI ausgeschnitten und in pC5∆800, das mit den gleichen Enzymen behandelt worden war,
eingefügt (Abb. 5, rechts).
Mit beiden Plasmiden wurden elektrokompetente E. coli Bakterien transformiert.
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Sequenzierung
Die konstruierten Vektoren wurden auf den richtigen Einbau der Transgene hin unter-
sucht. Dazu wurden die Bereiche, die die Chemokinsequenzen enthielten einschließlich 50
bp vor dem Startcodon und nach dem Stopcodon, sequenziert und die so erhaltenen Se-
quenzen mit den GenBank-Sequenzen von CCL7 und CCL8 mit Hilfe der Husar-Software
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Abb. 5 Konstruktion der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren. Die Transgene wurden aus den ent-
sprechenden Plasmiden ausgeschnitten und in pC5∆800 eingefügt.
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verglichen. In beiden Fällen lag über die volle Sequenzlänge eine hundertprozentige Homo-
logie vor (In Kooperation mit A. Hunziker, DKFZ, Heidelberg).
1.2 Sterilfiltration und Konzentrierung der Vektorsuspension
Um die Vektoren für Tierversuche einsetzbar zu machen, musste die Vektorsuspension
sterilfiltriert werden und die Konzentrationen der Vektoren in den Suspensionen erhöht wer-
den. Ferner musste das in den Vektorsuspensionen nach der ersten Reinigung der produ-
zierten Vektoren normalerweise vorhandene Iodixanol möglichst
vollständig entfernt werden. Iodixanol könnte zu einer uner-
wünschten Entzündungsreaktion führen, die die Vergleichbarkeit
der Behandlungsgruppen nicht mehr gewährleisten würde. Da es
während der Konzentrierung der Vektorzubereitungen mit Hilfe
des Saccharosegradienten oft zu hohen Verlusten kam, wurde
nach einem neuen Weg gesucht. 
Die Vektorsuspensionen wurden mit Dulbeccos-PBS 1:5 ver-
dünnt (Mix 1) und mit einer Steriflip-Filtereinheit (MILLIPOR) sterilfil-
triert. Das Filtrat (Mix 2) wurde in Vivaspin 20 Konzentratoren
(SARTORIUS) gegeben, zentrifugiert und zweimal, nach Auffüllen mit
Dulbeccos-PBS, der Vorgang wiederholt, um die Iodixanolkon-
zentration weiter zu vermindern. Der Filterrückstand (Konzentrat) wurde ebenso wie das Fil-
trat gesammelt und die Volumina bestimmt. Nach jedem Schritt wurde eine Probe entnom-
men (Mix 1, Mix 2, Filterrückstand/Konzentrat und Filtrat), die Vektorkonzentration bestimmt
und aufgrund des bekannten Volumens die Menge an Vektor berechnet.
Die Sterilfiltration
und anschließende
Konzentrierung führte
nur bei der Produk-
tion 1 zu einer Ab-
nahme der Vektor-
menge (Abb. 7). In
allen anderen Fällen
lagen die Mengen an
Vektor der verschie-
denen Verarbei-
tungsschritte im
Rahmen der Unge-
nauigkeit der Ana-
lyse. In zwei Fällen
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Abb. 7 Veränderung der Vektormenge im Laufe der Konzentrierung bei acht
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(Produktionen vier und sieben) konnten Vektoren in geringer Menge in den Filtraten nach-
gewiesen werden. 
Für die Konzentrierung war im Allgemeinen ein Faktor von vier ausreichend, um eine für
in vivo-Injektionen notwendige Konzentration an Vektor zu erreichen. Das Volumen der Io-
dixanol-Gardienten Suspension von etwa 4 ml wurde auf ungefähr 1 ml in Dulbeccos-PBS
verringert.
Um zu bestimmen, in welchem Umfang die Konzentration an Iodixanol durch die ange-
wandte Methode reduziert werden kann, wurde eine 40%ige Iodixanollösung ohne Vektor
wie oben beschrieben behandelt und anschließend die Iodixanolkonzentration dieses Kon-
zentrates gegen eine Standardverdünnung fotometrisch bei λ = 245 nm bestimmt.
Vor Konzentration cIodixanol = 400 g/l
Nach Konzentration cIodixanol = 0,56 g/l
Es konnte somit eine Reduktion der Konzentration an Iodixanol um den Faktor 700 er-
reicht werden. 100 µl Vektorinjektion pro Tier entspricht damit einer Menge von 56 µg Iodi-
xanol.
1.3 Vektorpräparationen waren frei von replikationsfähige Viren
Um zu untersuchen, ob während der Produktion der Vektoren Kontaminationen mit repli-
kationskompetenten Viren aufgetreten waren, wurden regelmäßig die Vektorpräparationen
auf plaque-bildende Einheiten untersucht (s. METHODEN UND MATERIALIEN 5.7). Repli-
kationsfähige Viren können durch homologe Rekombination zwischen dem Vektorgenom
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Abb. 8 Test auf plaque-bildende Einheiten. A9-Zellen wurden mit serielle Verdünnungen
der Präparationen von C5/CCL7 und MVM/CCL7 infiziert und die entstandenen, nicht-
gefärbten Bereiche (Plaques) gezählt.
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und dem Kapsidgen nach der Ko-Transfektion in der Produktionszelllinie 293T entstehen
und so zu einer Virämie im behandelten Tier führen, welche aus Sicherheitsgründen uner-
wünscht ist.
In niedriger Verdünnung wurden A9-Zellen mit den Vektorsuspensionen infiziert und mit
Agar überschichtet. Waren plaque-bildende Einheiten vorhanden, so bildeten sich Bereiche
mit abgestorbenen Zellen, die durch Färbung der restlichen, lebenden Zellen sichtbar ge-
macht werden konnten (sogenannte Plaques).
In keiner Vektorpräparation mit Chimären konnten replikationskompetente Viren nach-
gewiesen werden, im Gegensatz zu Präparationen mit einem konventionellen Vektor (Abb.
8, 9x103 plaque-bildende Einheiten pro ml, pfu/ml, siehe auch Wrzesinski et al., 2003). Ver-
einzelt traten Plaques auch bei der nicht-infizierten Kontrolle auf, so dass diese Anzahl von
der Anzahl der Plaques in den Vektorproben abgezogen wurde. In Proben mit hohen Vek-
torkonzentrationen (beispielsweise C5/CCL7 Verdünnung 1:10) war die Vektorkonzentration
so hoch, dass das Wachstum der A9-Zellen verringert wird und deshalb die Färbung
schwächer ist (Abb. 8, links oben).
1.4 Lagerungsstabilität der Vektoren
Um die Stabilität der eingesetzten Vektoren beurteilen zu können, wurden einige Vektor-
präparationen in unregelmäßigen Abständen auf ihren Gehalt untersucht und die Verände-
rungen der Konzentrationen grafisch
dargestellt. Alle Ansätze wurden
unter den selben Bedingungen ge-
lagert (dunkel, 4°C).
Die Vektorkonzentrationen san-
ken in allen Proben im Laufe der
Zeit (Abb. 9). Die Werte wurden
nach Logarithmisierung einer linea-
ren Regression unterzogen. Rech-
nerisch konnte so der Faktor für
Konzentrationsabnahme pro Jahr,
die Halbwertszeit in Tagen und die
Verfallzeit in Tagen (Zeit bis Gehalt
90% der Ausgangsmenge) ermittelt
werden (s. Tabelle). 
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Abb. 9 Vektorkonzentration (logarithmische Darstellung)
im zeitlichen Verlauf. Bezeichnet sind die verschiedenen
Vektorpräparationen mit P (in Iodixanol) oder K (für Kon-
zentrat in Dulbeccos-PBS) und mit der laufenden Num-
mer der Produktion für diesen Vektortyp. 
0 100 200 300 400 500
1E+5
1E+6
1E+7
1E+8
1E+9
Zeitlicher Verlauf der Vektorkonzentration 
C5/EPFP P7
MVM/CCL7 P1
C5/CCL7 P11
C5/EGFP K3
C5/EGFP K4
C5D800 K8
Tage
Ve
kt
or
ko
nz
en
tra
tio
n 
in
 
RU
/m
l
ERGEBNISSE
Vektor Faktor pro Jahr Halbwertszeit [d] Verfallzeit [d]
C5/EGFP P7 10,80 106 16,2
MVM/CCL7 P1 4,90 159 24,2
C5/CCL7 P11 3,34 210 32,0
C5/EGFP K3 20,01 84 12,9
C5/EGFP K4 27,21 77 11,7
C5∆800 K8 14,98 93 14,2
Mittelwert 13,5 120 18,5
Während die in Iodixanol gelagerten Vektorpräparationen um den Faktor drei bis elf pro
Jahr abnahmen, so zeigten die in Dulbeccos-PBS nach Konzentrierung gelagerten Ansätze
eine etwas geringere Stabilität mit einer Abnahme um den Faktor 15 bis 27 pro Jahr. Es
konnte kein Unterschied im Grad der Abnahme der Konzentration zwischen Proben, die eine
unterschiedliche Ausgangskonzentration aufwiesen (z.B. MVM/CCL7 P1 und C5/CCL7 P11)
festgestellt werden. Die Verfallzeit, d.h. die Zeit für einen Abfall der Konzentration unter 90%
der Ausgangsmenge war im Durchschnitt aller Proben 18,5 Tage. Die kürzeste Verfallzeit
wurde für C5/EGFP K4 mit 11,7 Tagen bestimmt. Deshalb wurden die Vektorpräparationen
möglichst direkt nach ihrer Gehaltsbestimmung verwendet.
2. in vitro Experimente 
Die neu konstruierten Vektoren und Wildtyp-MVM als Vergleich wurden nun in vitro in
verschiedenen murinen Melanomen getestet, um zu klären, wie sich eine Infektion in diesen
Modellen auswirken kann. Die Infizierbarkeit und Transgenfreisetzung dienten als Kriterien
für die Auswahl von geeigneten Melanommodellen für eine weitere Untersuchung, ein-
schließlich des therapeutischen Potentiales in vivo.  
2.1 Unterschiedliche Infizierbarkeit von murinen Melanomen
Die verschiedenen murinen Melanome (B78, M-3, K1735, B16 F1 und B16 F10) wurden
mit einer Infektion mit C5/EGFP auf ihre Infizierbarkeit getestet. Bei einer zu geringen Infi-
zierbarkeit (unter 10%, Arbeitsgruppen-interner Schwellenwert) ist bei einer in vivo Behand-
lung nicht mehr mit einer ausreichenden Transgenbildung und somit nicht mehr mit einem
therapeutische Effekt zu rechnen. Bei einer erfolgreichen Infektion wird in der Zelle das
'Enhanced Green Fluorescent Protein' (EGFP) exprimiert, welches durch Anregung mit UV-
Licht nachgewiesen werden kann. Die verschiedenen Zelllinien wurden mit einer Multiplicity
Of Infection (Verhältnis von Replikationseinheiten des Vektors zur Anzahl der in der Schale
vorhanden Zellen, im Folgenden MOI. In diesem Fall 2,5x106 RU Vektor auf 2,5x105 Zellen)
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von zehn infiziert und an Tag drei nach der Infektion das Verhältnis von fluoreszierenden
Zellen zur Ausgangsanzahl der Zellen bei der Infektion gesetzt.
B78, M-3 und K1735 zeigten alle eine Infizierbarkeit von über 10%. Somit eignen sich
diese Zelllinien für eine weitere Untersuchung auch in vivo. Dagegen war die Infizierbarkeit
der Zelllinien B16 F1 und B16 F10 mit unter 1% der Ausgangspopulation zu gering. A9 ist
die Referenzzelllinie für eine vollständige Infizierbarkeit mit auf MVMp-basierenden Vekto-
ren. Die murinen Melanome zeigten also eine große Varianz in ihrer Infizierbarkeit.
2.2 Einige Melanome bilden Wildtyp-Viren nach Infektion mit MVMp
Eine Infektion mit MVMp diente ebenfalls als Indikator für den Grad der Infizierbarkeit.
Bilden die Melanome daraufhin neue infektiöse Viren, so war die Infektion erfolgreich. Unter
Umständen zeigt eine Bildung von großen Mengen an Wildtyp-Viren eine zytotoxische Wir-
kung der Viren auf die Zellen an. In diesem Fall könnte ein therapeutischer Einsatz von
MVMp den rekombinanten Vektoren überlegen sein. Die verschiedenen Melanome wurden
mit Wildtyp-MVMp mit einer MOI von 0,02 infiziert, in bestimmten Abständen der Überstand
und die Zellen getrennt auf ihren Ge-
halt an MVMp mit Hilfe eines Tests auf
infektiöse Einheiten auf A9-Zellen be-
stimmt. So konnte ermittelt werden, ob
MVMp in der Lage ist die Zelllinien
produktiv zu infizieren. 
A9, B78, M-3 und K1735 führten
zur Bildung von MVMp, im Gegensatz
zu B16 F1 und B16 F10 (nicht darge-
stellt). A9 zeigte den typischen Verlauf
einer mit der Zeit vollständigen Infek-
tion aller Zellen. K1735 und M-3 zeig-
ten ähnliche Eigenschaften der Bil-
dung von MVMp wie A9, allerdings
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Abb. 10 Expression von EGFP 3 Tage nach Infektion mit C5∆800 MOI von zehn.  
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Abb. 11 Bildung von MVMp nach Infektion der verschie-
denen Melanome mit einer MOI von 0,02.
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lagen die Menge an gebildetem MVMp um den Faktor 50 bzw. 2000 niedriger. B78 bildet
sehr schnell MVMp, aber etwa 1000 mal weniger wie A9. Bei dieser Zelllinie war die Menge
an Virus zu einem hohen Anteil bis zum Ende des Experimentes in den Zellen (Tag 5:
6,4x104  RU in Zellen, 1,8x104 RU im Überstand) nachweisbar. Bei den anderen Melanomen
waren ab Tag vier mehr Viren im Überstand als in den Zellen (nicht dargestellt). 
Es ist somit bei keinem untersuchten Melanom mit einem ausgeprägten zytotoxischen
Effekt der Wildtyp-MVM-Infektion wie bei A9 zu rechnen. Somit scheint ein therapeutischer
Einsatz von MVMp nicht sinnvoll.
2.3 Expression von CCL7 (MCP-3) und CCL8 (MCP-2) nach Infektion
Nur eine ausreichende und anhaltende Freisetzung der Chemokine nach einer Infektion
der Melanome mit dem entsprechenden Vektor kann einen chemotaktischen Effekt in vivo
auslösen. In vitro wurden die Melanome auf ihre Fähigkeit hin untersucht, nach einer Infek-
tion mit C5/CCL7 und C5/CCL8 die Chemokine tatsächlich an den Überstand abzugeben.
Stärke der Chemokinexpression nach Infektion korreliert mit Infizierbarkeit
 Um die verschiedenen Melanome zu vergleichen, wurden die Zelllinien mit einer MOI von
zehn mit C5/CCL7 oder C5/CCL8 infiziert. Am Tag drei wurde der Überstand der Zellen ab-
genommen und mit Hilfe eines Sandwich-ELISA (in Kooperation mit Prof. Van Damme,
REGA institute, Leuven, Belgien) die Konzentration von humanem CCL7 bzw. CCL8 be-
stimmt. Die Konzentration wurde mit Hilfe des Volumens und der Ausgangszellzahl auf µg
pro 106 Zellen umge-
rechnet.
 Die Mengen an Che-
mokinen für die Refe-
renzzelllinie A9 und das
Melanom K1735 lagen  im
Bereich zwischen 1 und 3
µg pro 106 Zellen, wohin-
gegen die beiden Mela-
nome B78 und M-3 Werte
zwischen 0,5 und 1 µg
zeigten. B16 F1 und B16
F10 produzierten nur
Spuren (P815 diente als
negativ Kontrolle). Die freigesetzten Mengen sind sehr hoch, da bekannt ist, dass sowohl
CCL7 als auch CCL8 bereits im Nanogramm-Bereich chemotaktische Wirkungen entfalten
können [Proost et al., 1996]. B78, M-3 und K1735 kamen somit als Modelle für eine Unter-
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Abb. 12 CCL7 bzw. CCL8 Konzentration im Überstand an Tag 3 nach
der Infektion mit C5/CCL7 bzw. C5/CCL8
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suchung der therapeutischen Effekte von C5/CCL7 und C5/CCL8 in vivo in Frage und wur-
den weiter untersucht.
Zeitlicher Verlauf der Chemokinexpression
Der zeitliche Verlauf gibt Aufschluss über das Einsetzen, das Maximum und die Länge
der Expression. Hierzu wurden mehrere Schalen einer Zelllinie mit C5/CCL7 infiziert und alle
24 h der Überstand einer Schale gewonnen (Akkumulation). Bei einer weiteren Schale
wurde der Überstand jeden Tag gegen neues Medium ausgetauscht (tägliche Produktion).
Als Zelllinien wurden M-3 und K1735 gewählt. B78 wurde schon in einer früheren Arbeit
diesbezüglich untersucht [Wetzel et al., 2000].
Es zeigte sich ein Einsetzen der CCL7-Freisetzung an Tag 2 bei beiden Melanomen und
ein Maximum der täglichen Produktion an Tag 4 bei M-3, bzw. an Tag 3 bei K1735. In bei-
den Fällen hielt die Expression und Akkumulation bis Tag 6 an. Es zeigte sich somit eine nur
vorübergehende Transgenexpression, mit einer Akkumulation im Überstand, die nicht auf
einen Abbau von CCL7 hindeutete.
2.4 Gebildete Chemokine konnten nicht aufgereinigt werden 
Da die für die Bestimmungen der Chemokinkonzentrationen eingesetzten ELISAs keine
Aussagen über die biologische Aktivität der Chemokine machen können, wurden die Che-
mokine in den Überständen der Melanome nach Infektion konzentriert und ihre Reinheit mit
Hilfe eines Polyacrylamidgeles untersucht. In einem weiteren Experiment sollten die aufge-
reinigten Überstände dann einem Test auf chemotaktische Aktivität unterzogen werden.
Diese Versuche wurden in Kooperation mit Prof. Van Damme, REGA institute, Leuven, Bel-
gien durchgeführt.
107 bis 2x107 M-3-, K1735- oder B78-Zellen wurden mit C5/CCL8 oder C5/CCL7 mit einer
MOI von zehn infiziert und vier Tage später die Überstände der einzelnen Schalen der je-
weiligen Zelllinie vereinigt. Anschließend wurde der Chemokingehalt per ELISA bestimmt
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Abb. 13 Akkumulation und tägliche Produktion
von CCL7 nach Infektion von M-3 mit
C5/CCL7 MOI 10.
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Abb. 14 Akkumulation und tägliche Produktion
von CCL7 nach Infektion von K1735
mit C5/CCL7 MOI 10.
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und, bei ausreichender Menge, die
Proben einer vierstufigen Reinigung
und Konzentrierung unterzogen. Zu-
erst wurden die Zellkulturüberstände
durch Adsorption an einer Silikaglas-
Säule konzentriert und die Chemokine
anschließend durch Bindung an einer
Heparin-Säule vorgereinigt. Nach
Elution mit einem NaCl-Gradienten
wurden die Fraktionen gegen einen
Ameisensäure-Puffer (50mM, pH 4)
dialysiert und einer Kationenaus-
tausch-FPLC unterzogen. Nach er-
neuter Elution mit einem NaCl-Ga-
dienten wurde die Fraktion, die die
Chemokine enthielt, einem letzten
Reinigungschritt durch eine RP-HPLC
(C8-Säulen) unterzogen. Es folgte
eine Untersuchung der Fraktionen mit
Proteingehalt (UV-Absorption bei 220
nm) mit einer reduzierenden SDS-
PAGE nach Färbung mit Silbernitrat. Um die genau Struktur klären zu können wurden die
Proben massenspektrometrisch (MS) untersucht.
Die Überstände von B78 und K1735 enthielten genügend Chemokine um eine Reinigung
durchzuführen. Die Konzentration in den Überständen von M-3-Zellen war zu niedrig. Nach
der beschriebenen Aufreinigung konnten in keiner Fraktion von B78 und K1735 deutliche
CCL8 oder CCL7 spezifische Banden (Positivkontrolle rekombinantes Chemokin) gefunden
werden. Somit war eine Untersuchung per MS nicht möglich. Beispielhaft zeigt Abb. 15 ein
mit Silbernitrat gefärbtes Polyacrylamidgel auf dem verschieden Fraktionen der Kationen-
austausch-Chromatografie eines Überstandes von C5/CCL7 infizierten K1735-Zellen aufge-
tragen worden waren. Die Banden der Fraktionen 41 bis 47 im Bereich um 14 kg/mol ent-
sprachen CCL7. Diese Banden waren nach der RP-HPLC nicht mehr auffindbar und es
konnte in keiner Fraktion per ELISA CCL7 nachgewiesen werden. Dies deutet auf Modifika-
tionen in den physikochemischen Eigenschaften hin, beispielsweise durch Glykosylierung
oder enzymatischen Abbau.
Da es nicht gelang, durch die oben beschriebene Aufreinigung der Überstände Chemo-
kine zu gewinnen, konnte keine Untersuchung auf chemotaktische Aktivität durchgeführt
werden, da dies nur mit aufgereinigten Chemokinen möglich ist.
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Abb. 15 Silbergefärbtes Polyacrylamidgel verschiedener
Fraktionen der Kationenaustausch-Chromatografie von
Überständen von K1735 infiziert mit C5/CCL7. Die Frak-
tionen 41 bis 44 wurden einer RP-HPLC unterzogen. Der
schwarze Pfeil markiert die Lage der vermuteten Banden
für CCL7. Original mit freundlicher Genehmigung von S.
Struyf, REGA-Institute, Leuven, Belgien.
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2.5 Einige Melanome exprimieren MMP-2, MMP-3 und TGFE
Melanome sind in der Lage verschiedene Proteasen (Matrixmetalloproteinasen) und Zy-
tokine (TGFβ, IL-10) zu bilden und somit die Metastasierung, den Abbau von Chemokinen
und die Immunantwort zu modellieren [Peter et al., 2001; Mocellin et al., 2001; Kurschat et
al., 2002]. Um zu untersuchen, ob die verwendeten murinen Melanome die entsprechenden
Gene exprimieren (bzw. ob eine Infektion mit einem Vektor die Expression verändert) und ob
die Melanome, die keine Chemokine freisetzen, die Transgene überhaupt transkribieren,
wurden nach Behandlung der verschiedenen Zelllinien mit C5∆800, C5/CCL7, C5/CCL8 mit
einer MOI von zehn oder mit PBS RNA aus den Zellen gewonnen und mit Hilfe einer rever-
sen Transkriptase (RT) und polymerasen Kettenreaktion (PCR) auf die Expression be-
stimmter Gene hin untersucht. Um eine semiquantitative Vergleichbarkeit zu erhalten, wur-
den für das Umschreiben der RNA in cDNA pro Ansatz 1 µg RNA eingesetzt. Außerdem
wurde der RNA-Ansatz mit DNase I behandelt um eventuelle Kontaminationen der RNA-
Präparation mit genomischer DNA abzubauen.  
Die Expression von β-Actin, das als Marker für den Einsatz einer vergleichbaren Menge
an RNA diente, war in allen Proben gleich. Das Vektormarkergen NS1 wurde in A9 und B78
etwas stärker exprimiert als in den anderen untersuchten Proben. Dennoch waren die RNA-
Expressionen der Transgene CCL7 und CCL8 in allen Linien relativ ähnlich, im Gegensatz
zur Proteinexpression (s. 2.3), die in B16 F1 und  B16 F10 sehr gering war. Eine starke
RNA-Expression der Matrixmetalloproteinase (MMP-) 2 ist nur in K1735 und schwächer in
A9 und B78 zu finden. Sie ist allerdings unabhängig von Infektion bzw. Expression der
Chemokine. MMP-3 wird schwach nur in K1735 exprimiert. Während in keiner Linie die Ex-
pression von IL-10 nachweisbar war, so zeigte sich in allen eine mindestens leichte RNA-
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Abb. 16 Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte aus RNA-Isolaten nach Infektion der Me-
lanome mit C5∆800, C5/CCL7 oder C5/CCL8 mit MOI von zehn zwei Tage nach der Infektion. Inver-
tierte Darstellung.
PB
S
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
∆8
00
PB
S
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
∆8
00
PB
S
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
∆8
00
PB
S
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
∆8
00
PB
S
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
∆8
00
PB
S
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
∆8
00
+ -
A9 B78 K1735 B16 F1 B16 F10 M-3
Kontrolle
β-Actin
NS1
CCL8
CCL7
MMP-2
MMP-3
TGF-β
IL-10
ERGEBNISSE
Expression von Transforming Growth Factor (TGF-) β. In M-3 lag eine höhere Expression
von TGF-β in den infizierten Zellen vor. 
2.6 NS1-Expression und Zellmorphologie nach Infektion der Melanome
Die Expression von NS1 ist ein wichtiger Marker für eine produktive Infektion einer Zelle
mit Parvoviren. Dabei treten vor dem Zelltod auch typische Veränderungen im Kern auf
(Bildung von Autonomous Parvovirus-Associated Replication (APAR-) Bodies, Kernkonden-
sation). Um zu untersuchen, ob die murinen Melanome auf Infektionen mit dem Wildtyp-Vi-
rus MVMp und dem rekombinanten Vektor C5/CCL7 ähnlich reagieren, wie die Referenz-
zelllinie A9, wurden nach einer Infektion von A9-, M-3- und K1735-Zellen (auf Deckgläschen
in Zellkulturschalen) mit MVMp oder C5/CCL7 mit einer MOI von zehn, nach 12 h, 36 h und
96 h je ein Deckgläschen entnommen und mit Formalin 5% fixiert. Die Zellen wurden per-
meabilisert, mit einem NS1-spezifischen Kaninchenantikörper behandelt und dieser mit ei-
nem FITC-gekoppelten Anti-Kaninchen-Antikörper markiert. Zusätzlich wurde die DNA in
den Zellen mit 4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) gefärbt und somit die Zellkerne sichtbar
gemacht. Die dargestellten Ausschnitte wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop, unter
Verwendung der entsprechenden Filter, fotografiert. 
Während die nicht infizierten Zellen (Abb. 17, unterste Reihe) und M-3 mit C5/CCL7-infi-
ziert nach 12 h keine NS1-spezifische Fluoreszenz zeigten, konnte in allen anderen Proben
eine NS1-Expression nachgewiesen werden. Nach MVMp-Infektion zeigten A9-Zellen das
typische Bild einer parvoviralen Infektion. Nach 12 h waren nur wenige, nach 36 h praktisch
alle Zellen für NS1 positiv. Einige Zellen zeigten APAR-Bodies (helle grüne Punkte im Kern)
als Frühstadium der Infektion, andere flächige Fluoreszenz, die sich entweder nur auf den
Kern oder auf die ganze Zelle verteilten. Nach 96 h waren nur noch wenige intakte Zellen
vorhanden (s. DAPI-Färbung), welche eine ausgeprägte Kondensierung des Kernes zeigten
(Kleiner, heller Kern DAPI). Mit C5/CCL7 infizierte A9-Zellen zeigten ein ähnliches Verhalten
bis 36 h, allerdings waren weniger Zellen betroffen. Nach 96 h waren mehr intakte Zellen
sichtbar und einige Zellen zeigten ein Apoptose-typisches 'Budding' des Nukleuses (Immun-
fluoreszenz und DAPI, linker Teil der Bilder). M-3-Zellen zeigten eine geringere Infizierbar-
keit als A9, allerdings konnte in NS1-positive Zellen eine starke Expression gefunden wer-
den. Es konnte kein Unterschied in der NS1-Expression und der Morphologie des Kernes
zwischen MVMp und C5/CCL7 festgestellt werden. Wie A9, so zeigte auch K1735 nach In-
fektion mit MVMp APAR-Bodies oder eine flächige NS1-Verteilung über die gesamte Zelle.
Nach 96 h konnten NS1-positive Zelltrümmer und kondensierte, NS1-haltige Kerne (Bild-
mitte) gefunden werden. Es waren vergleichsweise viele Zellen intakt (DAPI). Nach Infektion
mit C5/CCL7 konnten, im Gegensatz zu MVMp, keine kondensierten, NS1-positiven Kerne
oder Anzeichen von Apoptose, wie bei A9, festgestellt werden. Dennoch waren auch hier
APAR-Bodies und NS1-positive Zelltrümmer nach 96 h nachweisbar. Die untersuchten Me-
lanome unterschieden sich somit von der Referenzzelllinie A9 in ihrer Reaktion auf eine
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parvovirale Infektion. Allerdings konnten mit Ergebnissen aus diesem Experiment keine ge-
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Abb. 17 NS1-spezifische Immunfluoreszenz (drei Spalten links und unterste Reihe, grüne Fär-
bung) und DNA-Färbung mit DAPI (rechte Spalte, blaue Färbung) nach Infektion mit MVMp oder
C5/CCL7 MOI von zehn. Die unterste Reihe ist die nicht-infizierte Kontrolle. Die Spalten eins,
zwei und drei zeigen den zeitlichen Verlauf der NS1-Expression. Die ganz rechte Spalte stellt
den selben Ausschnitt dar, wie die dritte Spalte, um eventuelle Veränderungen im Kern infizier-
ter Zellen darzustellen.
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nauen Aussagen über eine mögliche Zytotoxizität der Infektion gemacht werden, weshalb
diese in spezifischeren Experimenten untersucht wurde.
2.7 Zellwachstum bzw. Zytotoxizität nach Infektion
Um den Einfluss der Infektion mit rekombinanten Vektoren (C5/CCL7) oder Wildtyp-MVM
auf das Zellwachstum bzw. den Zelltod zu bestimmen, wurden die Zelllinien mit Vektoren
oder Viren infiziert und anschließend ihr Wachstumsverhalten in vitro analysiert.
Rekombinante Vektoren beeinflussen das Zellwachstum in vitro nicht
Je zwei Schalen pro Ansatz mit einer MOI von zehn infizierten Zellen wurden in 24 stün-
digem Abstand gesammelt, mit Trypan-Blau gefärbt und die vitalen Zellen gezählt. Als Ne-
gativkontrolle für die Infektion wurden die Zellen mit PBS behandelt. Aus diesen Werten
wurde rechnerisch die Zeit (t) für eine Verdoppelung der Zellzahl bestimmt (s. Tabelle).
t [h] PBS MVMwt C5/CCL7
A9 20 - 24
B78 15 17 16
M-3 39 43 34
K1735 18 40 19
Während die Referenzzelllinie A9 sehr empfindlich auf eine Infektion mit MVMp (MVMwt)
reagierte und die Zellzahl abnahm, führte eine Infektion mit C5/CCL7 nur zu einer geringen
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Abb. 18 Zellwachstum im Laufe von drei Tagen nach Infektion mit Wildtyp-MVM
(MVMwt) oder C5/CCL7 mit einer MOI von zehn. Die Ausgangszellzahlen waren 1x105
bei A9 und K1735, 8,5x104 bei M-3 und 7,5x105 bei B78.
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Wachstumsverzögerung (s. Tabelle und Abb. 18). Eine Infektion mit MVMp führte zu einem
leicht reduzierten Wachstum von B78, eine Infektion mit C5/CCL7 veränderte das Wachs-
tumsverhalten nicht signifikant. Das Wachstum von M-3 wurde durch Infektion nicht signifi-
kant verändert. Eine Infektion mit MVMp reduzierte deutlich das Wachstum von K1735, im
Gegensatz zu C5/CCL7, das das Wachstum, wie bei B78, nicht signifikant veränderte.
Infektionen mit Vektoren hat keinen Einfluss auf die Koloniebildung 
Ein Kolonie-Bildungstest beschreibt die Wirkung einer bestimmten Behandlung auf das
Wachstum einzelner Zellen. Die Zellen wurden mit MVMp oder C5/CCL7 mit einer MOI von
eins oder zehn infiziert, abgelöst, mit 200 Zellen pro Schale ausgesät und die Kolonien nach
fünf Tagen gefärbt und gezählt. Dabei wird die Anzahl der Kolonien der verschiedenen In-
fektionen in Prozent zur Kolonieanzahl von nicht-infizierten Zellen angegeben. Die Zelllinie
M-3 bildet sowohl infiziert als auch nicht-infiziert keine Kolonien und konnte deshalb nicht auf
diese Weise untersucht werden.
Eine Infektion mit Wildtyp-
MVM mit einer MOI von zehn
verhinderte bei A9 praktisch
vollständig die Koloniebildung.
Bei den beiden Melanomen B78
und K1735 sank die Zahl der
Kolonien durch Infektion mit
diesem Virus nur um ca. 25%.
Während B78 keinen Unter-
schied bei MOI eins und zehn
zeigte, reduzierte MOI zehn bei
K1735 die Kolonienzahl um
weitere 15% Punkte. Alle Zellli-
nien reagierten ähnlich auf eine Infektion mit C5/CCL7, unabhängig von der MOI. Die Kolo-
niebildung wurde nur um ca. 10% zur unbehandelten Kontrolle reduziert und somit nicht
signifikant beeinflusst. Dies steht in Einklang mit den Zellwachstumsdaten aus dem vorheri-
gen Experiment.
3. in vivo Experimente
3.1 Leicht reduziertes Tumorwachstum von in vitro infizierten M-3-Zellen
Mit einer Infektion der Tumorzellen in vitro vor der Injektion kann eine Behandlung unter
optimalen Bedingungen simuliert werden. Sollten sich bei diesen Versuchen keine signifi-
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Abb. 19 Kolonie-Bildungstest nach Infektion mit Wildtyp-MVM
oder C5/CCL7 mit MOI eins oder zehn
A9 B78 K1735
0
20
40
60
80
100
wt MOI 1 
wt MOI 10
C5 MOI 1
C5 MOI 10%
 
Ko
lon
ien
 
zu
 
ni
ch
t-i
nf
izi
er
t
ERGEBNISSE
kanten Unterschiede im Tumorwachstum zwischen den Behandlungsgruppen zeigen, so
sind diese auch nicht bei einer in vivo Behandlung zu erwarten.
M-3-Zellen wurden in vitro mit
C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7
(alle MOI zehn) oder mit Puffer
(PBS) behandelt. Nach 16
Stunden wurden die Zellen aus
der Schale gelöst, gewaschen
und subkutan 1x105 Zellen pro
Tier in je fünf syngene DBA/2-
Mäuse pro Gruppe injiziert.
Verbliebene Zellen nach der In-
jektion wurden ausgesät und
der Überstand nach drei Tagen
auf den Gehalt von Chemoki-
nen hin untersucht. Alle zwei bis
drei Tage wurden die Volumina
der Tumoren bestimmt und
sowohl der Mittelwert als auch
der Standardfehler der Gruppen
berechnet. Die Tötung der Tiere
erfolgte nach einheitlichen
Maßstäben, so dass mit Hilfe
eines Kaplan-Meyer-Diagram-
mes das Überleben der Grup-
pen dargestellt werden konnte.
In den Überständen der nicht-
injizierten Zellen wurde ein
Gehalt von 0,10 µg pro 106 Zel-
len an CCL8 und 0,08 µg pro
106 Zellen an CCL7 festgestellt.
Alle Tiere entwickelten bis zum
15. Tag nach der Injektion sichtbare Tumoren. Das Tumorwachstum aller drei Gruppen, de-
ren Zellen vor der Injektion mit Vektoren behandelt worden waren, zeigten ein verlangsam-
tes Tumorwachstum im Verhältnis zu unbehandelten Zellen, welches allerdings nicht signifi-
kant war (p > 0,1). Die drei Gruppen unterschieden sich in ihrem Wachstumsverhalten un-
tereinander nicht. Ebenso war das Überleben der Gruppen nicht signifikant unterschiedlich
(PBS und C5/CCL8 je 24 Tage mittleres Überleben, C5∆800 und C5/CCL7 je 27 Tage mitt-
leres Überleben). Somit waren keine Experimente einer in vivo Behandlung von M-3-Zellen
als sinnvoll anzusehen.
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Abb. 20 Tumorwachstum und Überleben von DBA/2-Mäusen
nach Injektion von 1x105 infizierten M-3-Zellen. Die Tumor-
wachstumskurve endet am Tag, an dem das erste Tier der je-
weiligen Gruppe getötet werden musste. C5D800 steht für
C5∆800.
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3.2 Signifikant-reduziertes Tumorwachstum von C5/CCL7-infizierten K1735 
Um das Tumorwachstum von K1735-Zellen nach Infektion in vitro zu untersuchen, wur-
den die Zellen mit einer MOI von zehn mit C5∆800, C5/CCL7, C5/CCL8 oder PBS behan-
delt. Nach dem Ablösen und Waschen wurden 4x105 Zellen pro Tier subkutan in acht
C3H/HeN-Mäuse pro Gruppe injiziert. Die verbliebenen Zellen wurden ausgesät und drei
Tage später der Überstand auf den Gehalt von Chemokinen hin untersucht. Alle zwei bis
drei Tage wurde das Tumorvolumen bestimmt und der Mittelwert der Gruppen, sowie der
Standardfehler berechnet. Alle Tiere wurden nach gleichen Kriterien untersucht und, nach
Erreichen der kritischen Werte der Tumorgröße, getötet. Nach der Sektion wurden die Or-
gane auf pathologische Verän-
derungen hin untersucht. Die
Seren einiger Tiere wurde auf
das Vorhandensein von Anti-
körpern gegen die eingesetzten
Vektoren getestet.
In den Überständen der zur
Kontrolle ausgesäten, nicht-in-
jizierten Zellen waren 0,25 µg
pro 106 Zellen CCL8 und 0,35
µg pro 106 Zellen CCL7 nach-
weisbar. Alle Tiere entwickelten
spätestens am fünften Tag nach
der Injektion der Zellen sicht-
bare Tumoren. Die Gruppe, de-
ren Zellen in vitro mit C5/CCL7
behandelt worden waren, zeigte
ein signifikant verlangsamtes
Tumorwachstum gegenüber den
drei anderen Gruppen (p < 0,1).
Die Gruppe, deren Zellen mit
C5∆800 behandelt worden wa-
ren, zeigte eine signifikante
Wachstumsverzögerung ge-
genüber der mit Puffer behan-
delten Gruppe (p < 0,1). Dies
galt nicht für die mit C5/CCL8
behandelte Gruppe (Abb. 21).
Nur die Gruppe, deren Zellen
mit C5/CCL7 behandelt worden
waren, zeigte ein signifikant
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Abb. 21 Tumorwachstum und Überleben von C3H/HeN-Mäusen
nach Injektion von 4x105 infizierten K1735-Zellen. Die Tumor-
wachstumskurve endet am Tag, an dem das erste Tier der je-
weiligen Gruppe getötet werden musste. C5D800 steht für
C5∆800.
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verlängertes mittleres Überleben (31 Tage zu
24, 26, bzw. 24 Tage). Somit zeigte C5/CCL7
in K1735-Zellen einen Therapieerfolg, der
durch in vivo Experimente bestätigt werden
musste.
Die pathologische Untersuchung der Or-
gane erbrachte keine Hinweise auf Verände-
rungen, die durch die Behandlung hervorgeru-
fen sein könnten. Insbesondere waren bei kei-
nem Tier Metastasen feststellbar (In Koopera-
tion mit Abt. Pathologie, DKFZ, Heidelberg). 
Anti-Kapsid-Antikörper waren in allen be-
handelten Gruppen deutlich nachweisbar und
in ähnlicher Konzentration vorhanden (Abb.
22). Das bedeutet, dass trotz einer Applikation von Vektoren in Zellen genügend freie Kap-
side  in die Tiere eingebracht wurden, um eine humorale Antwort auszulösen.
3.3 in vivo Behandlung von etablierten K1735-Tumoren
Zur Behandlung von etablierten Tumoren wurden 4x105 unbehandelte K1735 subkutan in
syngene C3H/HeN-Mäuse injiziert. Am vierten Tag nach der Injektion der Zellen hatten alle
Tiere sichtbare Tumoren entwickelt. Im Folgenden erhielt jedes Tier sechs Injektionen mit je
2,5x106 RU C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7 in 100 µl Dulbeccos-PBS mit Ca2+/Mg2+ oder 100 µl
Puffer ohne Vektor alle drei Tage um den Tumor gespritzt. Mit den selben Vektoransätzen
wurden in vitro K1735- und A9-Zellen infiziert, um die Chemokinfreisetzung in den Überstand
zu untersuchen. Pro Behandlungsgruppe wurden neun Tiere (C5/CCL8 sechs Tiere) einge-
setzt. Nach Behandlungsende wurden die Tiere weiter beobachtet und getötet, wenn die
Tumoren eine kritische Größe erreicht hatten. Es folgte eine Sektion der Organe, die auf
pathologische Veränderungen untersucht wurden. 
Signifikant reduziertes Tumorwachstum und Überleben durch C5/CCL7
Die Überstände der in vitro infizierten Zellen zeigten einen Gehalt an CCL8 von 0,74 µg
pro 106 K1735-Zellen und 2,34 µg pro 106 A9-Zellen und einen Gehalt an CCL7 von 0,51 µg
pro 106 K1735-Zellen und 1,40 µg pro 106 A9-Zellen. Das Tumorwachstum wurde darge-
stellt, bis das erste Tier der jeweiligen Behandlungsgruppe getötet werden musste (Abb. 23).
Die mit C5/CCL7 behandelte Gruppe zeigte ein signifikant verzögertes Tumorwachstum
gegenüber den anderen Gruppen (zu PBS p < 0,005; zu C5∆800 p < 0,001; zu C5/CCL8 p <
0,1). Die Gruppe, die mit C5/CCL8 behandelt worden war, zeigte keine signifikante Wachs-
tumsverzögerung. Die Behandlung mit C5/CCL7 führte zu einer mittleren Überlebenszeit von
39 Tagen gegenüber 24 Tagen nach PBS-Behandlung und 28 Tagen nach Behandlung mit
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Abb. 22 Bestimmung der Anti-Kapsidantikörper
in den Seren der behandelten Tiere (Vier Tiere
je Gruppe). Der Wert für die Kontrolgruppe
(PBS) wurden von den anderen Ergebnissen
abgezogen.
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C5∆800. Die Behandlung mit
C5/CCL8 führte zu einem ge-
teilten Bild (Mittlere Überle-
benszeit 32 Tage). Ein Tier
dieser Gruppe musste erst an
Tag 122 nach der Injektion der
Zellen getötet werden. Das
bedeutet, dass der Therapie-
erfolg der in vitro mit C5/CCL7-
infizierten K1735 bei der Be-
handlung in vivo bestätigt
werden konnte.
Die Untersuchung der Organe
zeigte keine pathologischen
Veränderungen. Es konnten in
keinem Tier Metastasen fest-
gestellt werden (In Kooperation
mit der Abteilung Pathologie,
DKFZ, Heidelberg). 
Parallel zum eigentlichen Ver-
such wurden einige Tiere in
gleicher Weise, wie oben be-
schrieben, behandelt. Zur Un-
tersuchung der Bildung von
Antivektor-Antikörpern wurde
alle drei Tage Blut unter Nar-
kose retrobulbär entnommen.
Drei Tage nach der vierten
Vektorinjektion wurden die
Tiere getötet und die Tumoren gewonnen, um sie einer RT-PCR auf die Expression von
immunologischen Markergenen hin zu untersuchen. Diese Untersuchung kann Aufschluss
über die Art der Immunreaktion, die zu einem verminderten Tumorwachstum führt, geben.
Außerdem wurden Zellen aus Milz und Inguinallymphknoten gewonnen, die einer funktionel-
len Analyse mittels ELISpot zugeführt wurden, um ebenfalls Aussagen über die eine even-
tuelle Immunantwort machen zu können. 
TGFE-Expression PBS-behandelten Tumorproben 
Aus drei Tumoren pro Behandlungsgruppe wurde RNA extrahiert und einer reversen
Transkription unterworfen, wobei gleiche Mengen an RNA von jeder Probe eingesetzt wur-
den. Anschließend wurden die cDNA-Proben mit Hilfe der polymerasen Kettenreaktion
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Abb. 23 Tumorwachstum und Überleben von K1735-tumortra-
genden C3H/HeN-Mäusen nach je sechs Behandlungen mit
C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7 oder PBS. Die Pfeile deuten die
Tage an, an denen Injektionen mit Vektor durchgeführt wurden.
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ERGEBNISSE
(PCR) auf die Expressionen verschiedener zellulärer, viraler und immunologischer Marker-
gene untersucht. Die Bedingungen der PCR wurden für jedes Primerpaar spezifisch gewählt
(s. METHODEN UND MATERIALIEN, 3.11). Alle Proben wurden mindestens zweimal mit
verschiedenen Anzahlen von Zyklen amplifiziert. Die entstandenen Produkte wurden mit
Hilfe der Agarose-Gelelektro-
phorese sichtbar gemacht. Die
aussagekräftigste Amplifikation
wurde dargestellt. 
Alle Proben zeigten eine
deutliche β-Actinexpression als
Kontrolle für einen vergleich-
baren RNA-Gehalt der Aus-
gangsproben (Abb. 24). NS1
konnte in sieben von neun mit
Vektoren behandelten Tumoren
nachgewiesen werden. Wäh-
rend in einer Probe nur wenig
CCL8-RNA vorhanden war, so
zeigte sich die CCL7-Expres-
sion einheitlicher. 
Es konnten keine deutlichen
gruppenspezifischen Expres-
sionsmuster gefunden werden.
Die Expression von IL-10, der
Matrixmetalloproteinase
(MMP-) 3 und vor allem von
TGFβ war in der PBS-behan-
delten Gruppe in allen drei
Proben deutlich nachweisbar,
im Gegensatz zu den anderen
Behandlungsgruppen. Prak-
tisch alle Proben wiesen die
Entzündungsmarker IFNγ  und
CD14 (Makrophagen) auf. Ne-
ben β-Actin wurde die MMP-2 am stärksten in allen Proben exprimiert. Nicht dargestellt sind
CD4 und NK1.1, weil in keiner Probe eine derartige Expression nachzuweisen war. Weil,
abgesehen von TGFβ, keine gruppenspezifische Expression nachweisbar war, sind Rück-
schlüsse auf einen immunologischen Mechanismus, der zum reduzierten Tumorwachstum
führte, schwierig.
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Abb. 24 Expression von viralen und immunologischen Marker-
genen in je drei cDNA-Proben aus K1735-Tumoren pro Be-
handlungsgruppe. Neg ist eine cDNA-Negativkontrolle, bei der
anstatt einer RNA-Probe Wasser der RT-Reaktion unterzogen
wurde. Invertierte Darstellung.
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Keine tumorspezifische lymphozytäre Aktivität (ELISpot)
Nach der Sektion der Tiere wurden je Behandlungsgruppe aus drei Tieren Milzen und
dem Tumor benachbarten, inguinalen Lymphknoten Lymphozyten gewonnen. Diese wurden
in drei gleichen Ansätzen zusammen mit unbehandelten Tumorzellen (K1735), infizierten
Tumorzellen (K1735 mit C5∆800 MOI zehn nach 24 h) oder ohne Tumorzellen kultiviert. Der
Vergleich von nicht-infizierten zu infizierten Stimulatorzellen sollte eine eventuell vorhandene
Reaktion gegenüber viralen Proteinen aufzeigen. Die Tumorzellen waren vor der Zugabe mit
einer Dosis von 100 gray bestrahlt worden, um eine Vermehrung zu verhindern. Das Ver-
hältnis von Effektorzellen (Lymphozyten) zu Zielzellen (K1735) in der Ko-Kultur war 100:1.
Nach fünf Tagen wurden die Lymphozyten gewonnen und auf, mit anti-IFNγ-Antikörper be-
handelten 96-Lochplatten übertragen. Nach weiteren 24 h wurden die Platten gespült, mit
einem weiteren anti-IFNγ-Antikörper behandelt und die Stellen, an denen sich IFNγ-freiset-
zende Zellen befanden mit einer Farbreaktion sichtbar gemacht. Die Anzahl der Punkte
(Spots) wurde bestimmt und das Verhältnis von Lymphozyten, die mit K1735 ko-kultiviert
worden waren (stimulierte Lymphozyten) zu nicht ko-kultivierten (nicht-stimulierten) Lym-
phozyten berechnet.
Die Varianz der Ergebnisse innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen war hoch. Die
Milzzellen, der mit Vektor behandelten Tiere, zeigten eine höhere Aktivität gegenüber den
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Abb. 25 ELISpot-Test auf IFNγ-freisetzende Milzzellen (links) oder Zellen aus den Inguinallymphknoten
(rechts) aus verschieden behandelten Tieren (je drei Tier pro Behandlungsgruppe). Angegeben ist das
Verhältnis der Spots der stimulierten Lymphozyten (mit infizierten oder nicht-infizierten K1735) zu den
Spots der nicht stimulierten Zellen jedes einzelnen Tieres. Lila sind die mit nicht-infizierten Tumorzel-
len, rot die mit C5∆800-infizierten Tumorzellen stimulierten Lymphozyten dargestellt. Die Nummern der
X-Achse entsprechen den Nummern der Tiere des Versuches.
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Tumorzellen als die Milzzellen, der mit PBS behandelten Gruppe. Dabei lag die Aktivität der
mit infizierten K1735 stimulierten Milzzellen im Schnitt etwa zwei- bis dreimal höher, wohin-
gegen die mit nicht-infizierten Tumorzellen ko-kultivierten Milzzellen nur etwa 1,5- bis zwei-
mal stärker war. Die Zellen aus den dem Tumor benachbarten inguinalen Lymphknoten
zeigten keine Behandlungsgruppen-spezifischen Unterschiede. Ebenfalls konnte kein Un-
terschied in den Aktivitäten zwischen mit infizierten Tumorzellen stimulierten zu mit nicht-in-
fizierten K1735 stimulierten Lymphknotenzellen festgestellt werden. Es lässt sich somit keine
tumorspezifische Immunantwort IFNγ-freisetzender Lymphozyten ableiten.
Schnelle Bildung von neutralisierenden Antivektor-Antikörper
Während einer Behandlung mit Vektoren war damit zu rechnen, dass sich gegen diese
Antikörper bilden und dadurch der Therapieerfolg vermindert werden kann. Um das Auftre-
ten von Antivektor-Antikörpern zu untersuchen, wurden parallel zum eigentlichen Versuch
einige Tiere in gleicher Weise, wie oben beschrieben, behandelt. Zur Untersuchung der Bil-
dung von Antivektor-Antikörpern wurde alle drei Tage Blut unter Narkose retrobulbär ent-
nommen. 
53
Abb. 26 Antikapsid-Antikörper in Seren behandelter C3H/HeN-Mäuse. A und C zeigen die Verläufe
der IgM- bzw. IgG-Antikörpergehälter im Laufe der Behandlung (vier Tiere pro Gruppe). B und D
beschreiben den Gehalt an IgM- bzw. IgG-Antikörper der verschieden-behandelten Gruppen (Zwei
Tiere pro Gruppe) an Tag 6 bzw. 12 nach der ersten Vektorinjektion.
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Nach der Gewinnung der Seren der behandelten Tiere wurden ELISAs durchgeführt, um
das Vorhandensein von kapsidspezifischen IgM- und IgG-Antikörpern zu bestimmen. Ver-
glichen wurden dann die Antikörper der verschiedenen Behandlungsgruppen an Tag zwölf
nach der ersten Vektorinjektion, sowie die Antikörper an den verschiedenen Tagen nach der
ersten Injektion.
Alle mit Vektoren behandelten Tiere entwickelten nachweisbar Antikörper gegen Vektor-
kapside. An Tag drei nach der ersten Vektorinjektion waren IgM-Antikörper nachweisbar
(Abb. 26, A). Der Gehalt erreichte ein Maximum an Tag sechs und fiel anschließend wieder
leicht ab. Auch IgG-Antikörper waren ab Tag drei vorhanden, erreichten ihr Maximum aber
erst an Tag neun (Abb. 26, C). Der Gehalt von IgG an den Tagen neun und zwölf war nicht
unterscheidbar. An Tag sechs war der Gehalt von IgG in den Seren bereits etwa zehnmal
höher als von IgM. Der IgM-Gehalt der verschiedenen Behandlungsgruppen an Tag sechs
war gleich (Abb. 26, B). Lediglich der IgG-Gehalt von der mit C5∆800 behandelten Gruppe
zeigte einen zwei- bis dreimal höheren Wert als die anderen Behandlungsgruppen (Abb. 26,
D).
Im Weiteren wurde untersucht, ob die gebildeten Antikörper in der Lage sind die Infektio-
sität von MVMp zu neutralisieren, da vom ELISA keine Rückschlüsse in dieser Hinsicht ge-
zogen werden könne. Es wurden Se-
rumverdünnungen mit Wildtyp-MVM
gemischt und mit dieser Mischung A9-
Zellen behandelt. Konnten genügend
Antikörper die Viren neutralisieren, so
kam es nicht zu einer zytotoxischen
Reaktion auf die Zellen. Proliferie-
rende, also überlebende Zellen konn-
ten mit Hilfe des ALAMARBLUE-Testes
nachgewiesen werden. Als 100%
wurden unbehandelte, als 0% nur mit
Virus behandelte Zellen gesetzt.
Die Seren beider behandelten
Gruppen zeigten neutralisierende Ei-
genschaften bis zu einer Verdünnung
von 1:500 im Gegensatz zur mit PBS
behandelten Gruppe (Abb. 27).  Die
Gruppen C5∆800 und C5/CCL7  zeig-
ten keinen Unterschied in der Wirksamkeit. Das als Positivkontrolle eingesetzte polyklonale
Kaninchenserum war etwa zwei- bis dreimal effektiver in seiner neutralisierenden Kapazität.
Dennoch scheint die Bildung der neutralisierenden Antikörper keinen entscheidenden Ein-
fluss auf die Wirksamkeit der Vektoren zu haben, da das Wachstum der Tumoren nach Tag
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Abb. 27 Test auf neutralisierende Eigenschaften der Se-
ren von behandelten C3H/HeN-Tieren vom Tag 12 nach
der ersten Vektorinjektion (C5∆800 und C5/CCL7). Als
Kontrollansätze dienten nur Medium (negVirus negAK),
Medium mit Virus (posVir negAK) und Medium mit Virus
und einem polyklonalen Anti-MVM-VP-Antikörperserum
(posVir posAK, Kaninchen). Mittelwert aus je zwei Seren
in Dublikaten.
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sechs nicht wesentlich ansteigt und an Tag zwölf nach der ersten Injektion immer noch Vek-
torgenexpression im Tumor nachweisbar waren.  
3.4 Keine verminderte Metastasierung von in vitro-infizierten K1735
Um das Verhalten von in vitro-infizierten
K1735 nach intravenöser Injektion zu untersu-
chen wurden pro Tier 2x105 Zellen in die late-
rale Schwanzvene injiziert. Die Zellen waren
vorher mit C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7 (MOI
zehn) oder PBS behandelt worden. Vier Wo-
chen nach der Injektion wurden die Tiere getö-
tet und seziert. Die Lungen wurden entnom-
men, fixiert und die Metastasen mit Hilfe eines
Auflichtmikroskops gezählt. Überstieg die An-
zahl der Metastasen 250 oder waren die Me-
tastasen nicht mehr vereinzelt zählbar, so
wurde ein Wert von 250 für diese Lunge ge-
setzt.
Zwei Tiere aus der Gruppe, die PBS-be-
handelte Zellen injiziert bekam, entwickelten keine Metastasen. Alle anderen Tiere zeigten
zwischen fünf und über 250 Metastasen pro Lunge. Zwei weitere Tiere entwickelten zusätz-
liche Metastasen an Herz, Brustkorb, Bauchfell oder Leber. In der Gruppe, die mit PBS-be-
handelte Zellen injiziert bekam (acht Tiere), wurden signifikant weniger Metastasen festge-
stellt als in den Gruppen C5∆800 (acht Tiere, p < 0,05), C5/CCL8 (sechs Tiere, p < 0,05)
und C5/CCL7 (sieben Tiere, p < 0,005). Eine Infektion von K1735-Zellen führte damit nicht
zu einer Reduktion der Metastasierung.
3.5 Reduzierte Tumorinzidenz von C5/CCL7-infizierten B78-Zellen 
Die Wirkung von CCL7-transduzierenden Vektoren (MVM/CCL7) auf B78-Zellen in vivo
wurde bereits in einer früheren Arbeit untersucht [Wetzel, 2000]. Es zeigte sich eine voll-
ständige Unterdrückung des Tumorwachstums, wenn die Zelle in vitro mit MVM/CCL7 mit
einer MOI von zehn infiziert und anschließend subkutan injiziert worden waren. In dieser
Arbeit wurde nun die Wirkung der neuen chimären Vektoren untersucht und die beiden
Transgene CCL7 und CCL8 miteinander verglichen.
Nach Behandlung von B78-Zellen mit C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7 (alle MOI zehn) oder
PBS wurden die Zellen aus den Schalen gelöst, gewaschen und je 2x105 Zellen pro Tier
subkutan injiziert (sieben C57BL/6-Mäuse pro Gruppe). Verbliebene, nicht injizierte Zellen
wurden gezählt und wieder ausgesät, um eventuelle mikrobiologische Kontaminationen zu
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Abb. 28 Mittelwert von K1735-Lungenmetasta-
sen in der jeweiligen Behandlungsgruppe.
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erkennen und die Transgenexpression in vitro durch RT-PCR und Chemokin-ELISA zu be-
stimmen. Die Größe der Tumoren wurde alle zwei bis drei Tage bestimmt und anschließend
der Mittelwert und der Standardfehler jeder Gruppe berechnet. Das Tumorwachstum der
Gruppen wurde bis zu dem Tag verfolgt, an dem das erste Tier getötet werden musste.
Nach dem Erreichen der entsprechenden Kriterien wurden die Tiere getötet, seziert und die
Organe einiger Tiere pathologisch untersucht.
Die Expression der gleichzeitig infizierten Kontrollzellen A9 zeigte, sowohl in Bezug auf
das Vorhandensein von mRNA, als auch von freigesetztem Chemokin, normale Werte (Abb.
29, A). Die Expression in den vom Tierversuch verbliebenen B78-Zellen zeigte im Verhältnis
zur Kontrollzelllinie eine geringere Intensität. In der Gruppe, die mit PBS behandelte Zellen
erhalten hatte, bildeten alle Tiere Tumoren im Gegensatz zu den Gruppen, die mit Vektoren
behandelte Zellen erhalten hatten (C5∆800 und C5/CCL8 sechs von sieben, C5/CCL7 zwei
von sieben). Bei einem Tier der letztgenannten Gruppe wurde ein Tumor beobachtet, der
sich wieder zurückbildete (Abb. 29, B).  Das Tumorwachstum der mit C5∆800 und C5/CCL8
behandelten Tumorzellen, war im Vergleich zur Kontrolle signifikant verzögert (p < 0,005
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Abb. 29 A Transgenexpression der im Versuch verwendeten Zellen (B78) und gleichzeitig infizierter
Kontrollzellen (A9). Drei Tage nach der Infektion wurden die Überstände gesammelt und mit Hilfe
eines ELISAs auf Chemokine untersucht (untere Reihe). Die verbliebenen Zellen wurden geerntet
und mit Hilfe einer RT-PCR die Transkription untersucht. Tumorwachstum (C, Mittelwert aus allen
Tieren einer Gruppe) und Überleben D der Tiere der Behandlungsgruppen nach der Injektion von
in vitro-infizierten B78-Zellen in C57BL/6. Die Tumorbildung B beschreibt den Prozentsatz der Tiere
einer Behandlungsgruppe im Verlauf der Zeit, die einen Tumor tragen.
0 10 20 30 40 50
0
200
400
600
Tumorwachstum
PBS
C5D800
C5/CCL8
C5/CCL7
Tage nach Injektion
Tu
m
o
rv
o
lu
m
en
 
in
 
m
m
^
3
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0
20
40
60
80
100
Überleben
PBS
C5D800
C5/CCL8
C5/CCL7
Tage nach Injektion
%
 
le
be
n
de
 
Ti
er
e
0 10 20 30 40 50
0
20
40
60
80
100
Tumorbildung
PBS
C5D800
C5/CCL8
C5/CCL7
Tage nach Injektion
%
 
tu
m
or
-
tra
ge
n
de
 
Ti
e
re
A
C
B
Actin
NS1
CCL8
CCL7
A9 B78
PB
S
C5
∆8
00
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
PB
S
C5
∆8
00
C5
/C
CL
7
C5
/C
CL
8
C5
/C
CL
7 
po
s.
CCL8
CCL7  0    0     0  2,61  0    0    0     0  0,56
  0    0   2,99  0    0    0    0   0,37  0µg Chemokin
pro 106 Zellen
D
ERGEBNISSE
bzw. p < 0,001). Die Wachstumskurve der C5/CCL7-Gruppe repräsentiert den Mittelwert der
Gruppe, der stark von den fünf Tieren ohne Tumor verzerrt wird (Abb. 29, C). Im Vergleich
zur PBS-Kontrollgruppe zeigte sich eine hoch signifikante Wachstumsverzögerung (p <
0,00005), im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen eine signifikante Verzögerung
(p < 0,005 gegenüber C5∆800 und p < 0,05 gegenüber C5/CCL8). Die mittlere Überlebens-
zeit der Behandlungsgruppen C5∆800 und C5/CCL8 wurde durch die Behandlung der Zellen
von 21 Tagen (PBS-Kontrollgruppe) auf 44 Tage verdoppelt. In diesen beiden Gruppen war
am Tag 100 noch je ein Tier am Leben. In der Gruppe, deren Zellen mit C5/CCL7 behandelt
worden war, waren 100 Tage nach der Injektion noch fünf der ursprünglich sieben Tiere am
Leben (71,4%) (Abb. 29, D). Somit konnten in diesem Experiment die Ergebnisse, die mit
MVM/CCL7 erzielt worden waren, bestätigt werden. Allerdings gab es Unterschiede in der
Wirkung der Infektion mit dem entsprechenden Kontrollkonstrukt (C5∆800 und MVM∆400)
und der Reproduzierbarkeit.
Keine Resistenz nach erneuter B78-Zellinjektion in tumorfreien Tiere 
Um zu untersuchen, ob die verbliebenen, tumorfreien Tiere einen langfristigen Schutz vor
einer erneuten Tumorentstehung entwickelt hatten, wurde 100 Tage nach der Injektion der
behandelten Zellen eine weitere Injektion mit 3x105 B78-Zellen durchgeführt. Diesmal wur-
den die Zellen vor der Injektion nicht
mit Vektoren behandelt und die Zellen
wurden in die andere Flanke injiziert.
Es wurde alle zwei bis drei Tage das
Wachstum der Tumoren kontrolliert.
Alle Tiere entwickelten Tumoren
und mussten bis zum Tag 140 nach
der ersten Injektion getötet werden
(Abb. 30). Aufgrund der Tatsache,
dass für C5∆800 und C5/CCL8 nur je
ein Tier das ursprüngliche Experiment
überlebt hatte, konnte keine statisti-
sche Auswertung des Tumorwachs-
tums erfolgen. Somit besaßen die
Tiere, die im ersten Teil des Experi-
mentes die Tumoren erfolgreich unterdrückt, bzw. abgestoßen hatten, keinen langfristigen
Schutz vor dem Entstehen eines neuen Tumors.
3.6 in vivo Behandlung etablierter B78-Tumoren
Um die Wirkung von Vektorinjektionen auf bereits etablierte B78-Tumoren in C57BL/6-
Mäusen zu untersuchen wurden 5x105 unbehandelte Zellen pro Tier subkutan injiziert. Das
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Abb. 30 Tumorwachstum nach Injektion unbehandelter
B78-Zellen in Tieren, die bei einer ersten Injektion von
behandelten Zellen keine Tumoren entwickelt hatten.
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Tumorvolumen wurde alle zwei bis drei Tage bestimmt und die Mittelwerte und Standardfeh-
ler der jeweiligen Gruppen wurden ermittelt. Acht Tage nach der Injektion der Zellen hatten
alle Tiere messbare Tumoren entwickelt und je fünf Tiere pro Behandlungsgruppe wurden
mit Injektionen um den Tumor mit 5x106 RU C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7 oder PBS behan-
delt. Mit denselben Vektorpräparationen wurden in vitro A9- und B78-Zellen infiziert und drei
Tage später die Überstände auf die Freisetzung von Chemokinen hin untersucht. Es folgten
alle drei Tage drei weitere Vektorinjektionen. An den Tagen der Behandlung wurde zwei
Tieren pro Gruppe Blut retrobulbär unter Narkose entnommen. Drei Tage nach der letzten
Vektorinjektion wurden alle Tiere getötet, seziert und Blut mit Hilfe einer Herzpunktion ent-
nommen. Aus den drei restlichen Tumoren der Gruppe wurde RNA isoliert, in cDNA tran-
skribiert und mit Hilfe einer PCR auf die Expression von Markergenen untersucht. Zusätzlich
wurde den Tieren Milz und Inguinallymphknoten entnommen, um eine Untersuchung der
lymphozytären Aktivität durchzuführen. 
Signifikant-reduziertes Tumorwachstum durch C5/CCL7-Behandlung
Alle Tiere entwickelten Tumoren (Abb. 31). Die Tiere der Gruppe, die mit C5/CCL7 be-
handelt worden war, zeigte ein signifikant reduziertes Tumorwachstum gegenüber den an-
deren Behandlungsgruppen
(C5∆800 p < 0,00001;
C5/CCL8 p < 0,01; PBS p <
0,02). Diese drei Gruppen
hatten untereinander kein
signifikant unterschiedliches
Wachstumsverhalten. Trotz
der Behandlung wuchsen in
allen Tieren die Tumoren wei-
ter. Es konnten somit die Er-
gebnisse, die mit einer Be-
handlung mit MVM/CCL7 er-
zielt worden waren [Wetzel,
2000], mit einer Behandlung
mit C5/CCL7 bestätigt wer-
den. 
Expression von TGFE  in C5/CCL7-behandelten Tumor (RT-PCR)
Die verbliebenen Tumoren (drei pro Behandlungsgruppe) wurden zur RNA-Extraktion
zerkleinert. Die RNA wurde gewonnen und einer reversen Transkription unterworfen, wobei
gleiche Mengen an RNA von jeder Probe eingesetzt wurden. Anschließend wurden die
cDNA-Proben mit Hilfe der polymerasen Kettenreaktion (PCR) auf die Expressionen ver-
schiedener Vektor-, immunologischer und tumoraler Markergene untersucht. Die Bedingun-
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Abb. 31 Wachstum von B78-Tumoren in C57BL/6-Mäusen wäh-
rend einer Behandlung mit 5x106 RU C5∆800, C5/CCL8, C5/CCL7
oder PBS. Die Pfeile markieren die Injektionen.
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gen der PCR wurden für jedes Primerpaar spezifisch gewählt (s. METHODEN UND MATE-
RIALIEN, 3.11). Alle Proben
wurden mindestens zweimal mit
verschiedenen Anzahlen von
Zyklen amplifiziert. Die ent-
standenen Produkte wurden mit
Hilfe der Agarose-Gelelektro-
phorese sichtbar gemacht. Die
aussagekräftigste Amplifikation
wurde dargestellt. 
Alle Proben zeigten eine
deutliche β-Actinexpression als
Kontrolle für einen vergleichba-
ren cDNA-Gehalt der Aus-
gangsproben (Abb. 32). NS1
konnte in sechs von neun mit
Vektoren behandelten Tumoren
deutlich nachgewiesen werden,
in einer Probe nur schwach.
Während in zwei Proben nur
wenig CCL8-RNA vorhanden
war, so zeigte sich die CCL7-
Expression deutlich in allen drei
Proben. Die Transforming
Growth Factor (TGF) β-Ex-
pression war in allen drei Pro-
ben von C5/CCL7 behandelten,
in einer Probe eines C5/CCL8
behandelten Tieres deutlich
und in einer PBS-Probe
schwach exprimiert. Ansonsten
zeigten sich keine deutlichen gruppenspezifischen Expressionen. Nicht dargestellt wurden
CD4 und NK1.1, aufgrund nicht nachweisbarer Expression in allen Proben.
Tumorspezifische lymphozytäre Aktivität in der C5/CCL7-Gruppe (ELISpot)
Aus je drei Tieren pro Behandlungsgruppe wurden Lymphozyten aus der Milz gewonnen.
Die Lymphknotenzellen aus den, dem Tumor benachbarten, inguinalen Lymphknoten von je
zwei Tieren wurden gepoolt und zwei solcher Ansätze pro Gruppe eingesetzt. Die Lympho-
zyten wurden in drei gleichen Ansätzen zusammen mit unbehandelten Tumorzellen (B78),
infizierten Tumorzellen (B78 mit C5∆800 MOI zehn nach 24 h) oder ohne Tumorzellen kulti-
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Abb. 32 Expression von Vektor-, immunologischen und tumora-
len Markergenen in je drei cDNA-Proben aus B78-Tumoren pro
Behandlungsgruppe. Neg ist eine cDNA-Negativkontrolle, bei
der anstatt einer RNA-Probe Wasser der RT-Reaktion unterzo-
gen wurde. Invertierte Darstellung.
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viert. Die Tumorzellen waren vor der Zugabe mit einer Dosis von 200 gray bestrahlt worden,
um eine Vermehrung zu verhindern. Es wurden 100 mal mehr Effektorzellen (Lymphozyten)
als Zielzellen (B78) in der Ko-Kultur eingesetzt. Nach fünf Tagen wurden die Lymphozyten
gewonnen und auf, mit anti-IFNγ-Antikörper behandelten 96-Lochplatten übertragen. Nach
weiteren 24 h wurden die Platten gespült, mit einem weiteren anti-IFNγ-Antikörper behandelt
und die Stellen, an denen sich IFNγ-freisetzende Zellen befanden mit einer Farbreaktion
sichtbar gemacht. Die Anzahl der Punkte (Spots) wurde bestimmt und das Verhältnis von
Lymphozyten, die mit B78 ko-kultiviert worden waren (stimulierte Lymphozyten) zu nicht ko-
kultivierten (nicht-stimulierten) Lymphozyten, berechnet.
Die Milzzellen der mit C5/CCL7-behandelten Mäuse zeigten im Durchschnitt gegenüber
Milzzellen aus PBS-behandelten Tieren eine fünfmal, gegenüber Milzzellen aus C5∆800-
behandelten Tieren eine viermal höhere und gegenüber C5/CCL8-behandelten Tieren eine
dreimal höhere tumorspezifische Aktivität (Abb. 33). Dementsprechend war die Aktivität aus
der C5/CCL8 etwas höher als die, der beiden Kontrollgruppen. Es konnte in keiner Gruppe
eine signifikant höhere Aktivität gegenüber infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten B78
festgestellt werden. Die Lymphozyten der inguinalen Lymphknoten zeigten weder einen
signifikanten gruppenspezifischen Unterschied, noch einen Unterschied in der Aktivität von
infizierten zu nicht-infizierten Zellen. Somit zeigte sich in diesem Modell eine gegen B78-Zel-
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Abb. 33 ELISpot-Test auf IFNγ-freisetzende Milzzellen (links) oder Zellen aus den Inguninallymphkno-
ten (rechts) aus verschieden behandelten Tieren (je drei Tier pro Behandlungsgruppe, die Lymphkno-
tenzellen zweier Tiere einer Gruppen wurden gepoolt). Angegeben ist das Verhältnis der Spots der
stimulierten Lymphozyten (mit infizierten oder nicht-infizierten B78) zu den Spots der nicht stimulierten
Zellen jedes einzelnen Tieres. Lila sind die mit nicht-infizierten Tumorzellen stimulierten, rot die mit
C5∆800-infizierten Tumorzellen stimulierten Lymphozyten dargestellt. Die Nummern der X-Achse ent-
sprechen den Nummern der Tiere des Versuches.
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len gerichtete Immunreaktion mit IFNγ-freisetzenden Zellen aus der Milz, im Unterschied
zum K1735-Modell.
Bildung von neutralisierenden Antivektor-Antikörper
Die Seren aus den retrobulbär oder durch Punktion gewonnenen Blutproben wurden mit
Hilfe eines Antikapsid-Antikörper-ELISA untersucht. Dabei wurden die ELISA-Platten mit
leeren Kapsiden behandelt und Seren in einer seriellen Verdünnung hinzugegeben. Die
Anwesenheit von spezifischen IgM- oder IgG-Antikörpern gegen Vektorkapside konnte dann
durch markierte Ziege-anti-Maus-IgM oder -IgG nachgewiesen werden. Es wurden sowohl
der zeitliche Verlauf der Antikörperbildung der behandelten Tiere, als auch der Antikörper-
gehalt der verschiedenen Behandlungsgruppen an Tag zwölf nach der ersten Vektorinjektion
bestimmt.
Alle Tiere, die mit Vektoren behandelt worden waren, entwickelten kapsidspezifische An-
tikörper. Ab Tag drei nach der ersten Vektorinjektion waren IgM-Antikörper nachweisbar
(Abb. 34, A). Bereits ab Tag sechs wurde das Maximum der IgM-Antikörperkonzentration
nachgewiesen, welches bis zum Tag zwölf nur unwesentlich abnahm. IgG-Antikörper waren
ebenfalls ab Tag drei messbar (Abb. 34, C). Die Konzentration stieg über die Tage sechs
61
Abb. 34 Antikapsid-Antikörper in Seren behandelter C57BL/6-Mäuse mit B78-Tumoren. A und C
zeigen die Verläufe der IgM- bzw. IgG-Antikörpergehälter im Laufe der Behandlung (vier Tiere pro
Gruppe). B und D beschreiben den Gehalt an IgM- bzw. IgG-Antikörpern der verschieden-behan-
delten Gruppen (Zwei Tiere pro Gruppe) an Tag 12 nach der ersten Vektorinjektion.
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und neun, bis sie an Tag zwölf ihr Maximum erreichte, welches ca. zehnmal höher lag als
bei IgM. Sowohl die IgM- als auch die IgG-Antikörperkonzentrationen der verschiedenen
Behandlungsgruppen an Tag zwölf zeigten keinen messbaren Unterschied (Abb. 34, B und
C). Die IgG-Konzentrationen waren ungefähr zehnmal niedriger als beim vergleichbaren
Experiment mit C3H/HeN-Mäusen, im Gegensatz zu den IgM-Konzentrationen, welche in
einem vergleichbaren Bereich lagen (s. 3.3).
Die selben Seren wurden auch auf ihre Eigenschaften untersucht, Infektionen mit MVMp
zu verhindern (neutralisierende Fähigkeit). Zu diesem Zweck wurden serielle Verdünnungen
der Seren mit MVMp gemischt und
damit A9-Zellen infiziert. Waren die in
den Seren enthaltenen Antikörper in
der Lage eine Infektion zu verhindern,
so zeigte sich keine Veränderung der
Proliferation der Zellen. Proliferie-
rende, überlebende Zellen wurden mit
dem ALAMARBLUE-Test nachgewiesen.
Unbehandelte Zellen wurden als
100%, nur mit Virus behandelte als
0% gesetzt. 
Die Seren der mit Vektoren be-
handelten Tiere waren in der Lage
eine Infektion mit MVMp bis zu einer
Verdünnung von 1:100 zu verhindern
(Abb. 35). Die Seren von Tieren, die
mit C5∆800 behandelt worden waren,
zeigten eine schwächere neutralisie-
rende Wirkung als die mit C5/CCL8 oder C5/CCL7 behandelten. Das polyklonale Kanin-
chenserum war mindestens zehnmal effektiver in seinen neutralisierenden Eigenschaft. Die
in diesem Modell gebildeten Antikörper zeigten eine niedrigere Konzentration und eine ge-
ringere neutralisierende Fähigkeit als im K1735-Modell.
Wie bei K1735 scheint auch hier die Bildung der Antikörper keine Abschwächung der
Wirkung zur Folge zu haben. Außerdem wird durch die Antikörper auch nicht die Infektion an
sich verhindert, da drei Tage nach der letzten Injektion immer noch eine Vektorgenexpres-
sion beobachtet werden kann (Abb. 32).
3.7 Keine verminderte Metastasierung von in vitro-infizierten B78
Um die Auswirkung von Infektionen mit Vektoren auf die Metastasierung von B78-Zellen
zu untersuchen, wurden 106 B78 mit MOI von zehn C5∆800 (zwei Tiere), C5/CCL8 (sechs
Tiere), C5/CCL7 (fünf Tiere) oder PBS-behandelte (sechs Tiere) Tumorzellen in 200 µl Dul-
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Abb. 35 Test auf neutralisierende Wirkungen der Seren
behandelter Tiere vom Tag 12 nach der ersten Injek-
tion (C5∆800, C5/CCL8 und C5/CCL7). Als Kontrollan-
sätze dienten nur Medium (negVirus negAK), Medium mit
Virus (posVir negAK) und Medium mit Virus und einem
polyklonalen Anti-MVM-VP-Antikörperserum (posVir po-
sAK, Kaninchen). Mittelwert aus je zwei Seren.
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beccos-PBS intravenös in die laterale Schwanzvene von C57BL/6-Mäusen injiziert. Die Zel-
len wurden vor der Injektion vorsichtig suspendiert, um eine Verklumpung zu vermeiden.
Drei Wochen nach der Injektion der Zellen wurden die Tiere getötet und seziert. Die Lungen
und die Ovarien der Tiere wurden entnommen und fixiert. Mit Hilfe eines Auflichtmikroskop
wurden die Metastasen der Lungen gezählt. Die Metastasen der Ovarien wurden geschnit-
ten und nach HE-Färbung pathologisch untersucht.
Alle Tiere entwickelten zwischen 26 und 176 Lungenmetastasen (Abb. 36). Die Tiere, die
mit C5/CCL8-behandelte B78-Zellen erhalten hatten, entwickelten signifikant mehr Metasta-
sen als die Tiere der mit PBS-behandelten Gruppe (p < 0,1). Alle anderen Unterschiede in
den Werten waren nicht signifikant. Aus jeder Gruppe entwickelte mindestens ein Tier eine
Metastase an den Ovarien. Diese waren wesentlich größer als die einzelnen Metastasen auf
den Lungen (Abb. 36, links, bis zu 18 mm im Gegensatz zu 2-4 mm). In diesem Modell
konnte somit ebenfalls keine Hemmung der Metastasierung aufgrund einer Vektorinfektion
festgestellt werden.
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Abb. 36 Metastasierung nach Injektion von infizierten B78-Zellen. Im linken Teil ist beispiel-
haft ein geöffnetes Tier abgebildet, das mit C5/CCL8-behandelte Zellen i.v. injiziert bekom-
men hatte. Im oberen Teil sind mehrere farblose, kleine Lungenmetastasen, im unteren Teil
eine 17 mm große, teilweise blutige ovarielle Metastase sichtbar. Im rechten Teil sind die
Mittelwerte der Lungenmetastasen der Behandlungsgruppen dargestellt.
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1. Eigenschaften der neuen Vektoren
1.1 Einbau der Transgene
Alle benötigten Transgene (CCL7, CCL8 und EGFP) konnten erfolgreich in die neu kon-
struierten, chimären Vektoren (C5∆800) eingebaut werden. Es war möglich, mehrere Klone
mit richtig eingebauten Transgenen zu selektieren. Alle Klone mit Chemokintransgenen wa-
ren sequenzidentisch zu den Referenzsequenzen der Chemokine. Die Plasmide waren mit
den üblichen Methoden amplifizierbar und ließen sich leicht in großen Mengen gewinnen. Mit
den neuen chimären Konstrukten produzierte Vektoren erreichten die gleichen Konzentra-
tionen nach Aufreinigung, wie die konventionellen Konstrukte (auf MVM∆400 oder
MVM∆800 basierend). Somit waren alle Voraussetzungen für einen Einsatz als experimen-
telles Therapeutikum erfüllt.
1.2 Kontamination mit replikationsfähigen Viren
Die chimären Vektoren führten nicht, wie die konventionellen Konstrukte, zur Bildung von
replikationsfähigen Viren während der Herstellung (s. auch Wrzesinski et al., 2003). Diese
können durch homologe Rekombination zwischen dem Vektorgenom und dem in trans zu-
gegebenen Kapsidgenom während der Vektorherstellung in der transfizierten Zelle entste-
hen und sind wahrscheinlich in der Lage in behandelten Individuen Virämien auszulösen. Mit
dem Test auf plaque-bildende Einheiten konnte in keiner untersuchten Vektorpräparation
Hinweise auf das Vorhandensein solcher Viren gefunden werden. Das bedeutet, dass durch
den Einsatz der chimären Konstrukte Kontaminationen mindestens um den Faktor 104 ver-
ringert werden konnten. Dies ist insbesondere in Zusammenhang mit einem möglichen Ein-
satz am Menschen von entscheidender Bedeutung, da das Risiko einer Virämie als Neben-
wirkung und einer möglichen Transmission auf andere Menschen verringert werden konnte.
1.3 Stabilität
Von praktischer Bedeutung für die Anwendung der Vektoren ist deren Stabilität während
der Lagerung. Die Konzentration der Vektoren nahm bei den üblichen Lagerbedingungen
(dunkel, 4°C) im Durchschnitt um den Faktor 13,5 pro Jahr ab. Dabei stellten sich die Vek-
torpräparationen in Iodixanol, im Gegensatz zu Dulbeccos-PBS nach der Konzentrierung, als
etwas stabiler heraus (durchschnittliche Abnahme pro Jahr: Faktor 6,3 zu 20,7). Das bedeu-
tet, dass es empfehlenswert ist, die Konzentrierung möglichst kurz vor dem eigentlichen
Einsatz durchzuführen. Verglichen mit anderen Vektoren für die Gentherapie zeigte sich
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eine mittelmäßige Stabilität der parvoviralen Konstrukte mit einer Verfallszeit von durch-
schnittlich 18,5 Tagen. Während adenovirale Vektoren in PBS bei 4°C eine Verfallszeit von
nur 15 min aufweisen, sind Vektoren auf AAV-Basis deutlich stabiler (Verfallszeit 135 Tage)
[Croyle et al., 2001]. Durch verschiedene Zusätze konnte in diesen Fällen die Stabilität der
Zubereitungen deutlich erhöht werden. Interessanterweise wurde die Haltbarkeit der, den
autonomen Parvoviren ähnlichen AAV-Vektoren nicht durch eine Lagerung bei -22°C oder
-80°C verbessert. Die im Vergleich zu AAV geringere Stabilität der autonomen parvoviralen
Vektoren könnte mit einer stärkeren Verunreinigung der Präparationen (Proteasen) oder mit
einer geringeren Stabilität der Kapside zusammenhängen.
1.4 Sterilfiltration und Konzentrierung
Die etablierte Methode der Vektorkonzentrierung nach der Aufreinigung durch den Iodi-
xaniolgradienten bestand aus der Durchführung eines Saccharosegradienten und anschlie-
ßender Aufnahme des Rückstandes in PBS. Dieses Verfahren hatte den Nachteil, dass es
sich um ein System mit offenen Zentrifugenröhrchen (Sterilität) handelte und es zu hohen
Verlusten an Vektormaterial kommen konnte. Die neu entwickelte Methode umfasst zwei
Arbeitsschritte (Sterilfiltration und Konzentrierung), die in geschlossenen Gefäßen durchge-
führt werden können. Alle eingesetzten Materialien können steril-verpackt bezogen werden.
Das Ausmaß der Konzentrierung kann über die Dauer der Zentrifugation gesteuert werden:
Je länger desto geringer ist das Volumen des Filterrückstandes und somit steigt die Kon-
zentration an Vektor an. 
Bei den acht dokumentierten Produktionen konnte nur in einem Fall eine Abnahme der
Menge an Vektor beobachtet werden. In den anderen Fällen lag die Menge an Vektor der
verschiedenen Arbeitsschritte im Rahmen der Ungenauigkeit der quantitativen Bestimmung.
In zwei Fällen konnten Vektoren im Filtrat nach der Konzentrierung nachgewiesen werden,
was aufgrund zu großer Poren der Membran der Vivaspin 20 Konzentratoren (molarer Mas-
sen-Ausschluss (Cut-Off) 30 kg/mol) bedingt sein könnte, da die Porengröße einer statisti-
schen Verteilung unterliegt. Allerdings war die Menge an Vektor im Filtrat mindestens um
den Faktor 1000 geringer als im Filterrückstand. Es wurden also der Großteil der Vektoren
erfolgreich zurückgehalten. Ein molarer Massen-Ausschluss von 30 kg/mol entspricht unge-
fähr einem mittleren Porendurchmesser von 3,5 nm und liegt damit weit unterhalb der Größe
der Vektoren (ca. 25 nm). 
Durch das angewandte Verfahren konnte ferner effektiv das in hoher Konzentration vor-
handene Iodixanol (40%) entfernt werden. Iodixanol besitzt eine molare Masse von 1550
g/mol. Damit wird es durch die verwendeten Membranen filtriert. Nach der Konzentrierung
konnte nur noch eine Konzentration von c = 0,56 g/l an Iodixanol festgestellt werden, was
eine Reduktion der Konzentration gegenüber der Ausgangslösung um den Faktor 700 be-
deutet. 100 µl Vektorinjektion pro Tier entspricht  einer Menge von 56 µg Iodixanol. Das
entspricht einer Menge von 2,8 mg pro kg Körpergewicht bei der Maus und ist somit we-
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sentlich  niedriger als die geringste eingesetzte Menge als Kontrastmittel beim Menschen
(23,5 mg pro kg Körpergewicht). Daher sind keine unerwünschten Wirkungen, wie allergi-
sche Reaktionen, durch Iodixanol zu befürchten.
Somit bietet diese Methode eine einfache und reproduzierbare Möglichkeit, Vektoren für
einen in vivo-Einsatz vorzubereiten.
2. Wirkung der Vektoren und Viren in vitro
2.1 Infizierbarkeit der Melanome
Rekombinante Vektoren
Der Test auf Infizierbarkeit der verschiedenen Zelllinien durch Untersuchung der EGFP-
Expression zeigte eine große Variabilität innerhalb der Gruppe der murinen Melanome.
Während bei B78, M-3 und K1735 deutlich mehr, als die, als Untergrenze für die Verwen-
dung der Vektoren angesehenen 10% infizierbar waren, zeigten B16 F1 und B16 F10 eine
Infizierbarkeit von unter 1%. Dennoch sind B78 und M-3 nur mittelmäßig infizierbar. Einige
Zelllinien (z.B. einige murine Glioblastome oder humane NBK-Zellen) zeigten bereits bei ei-
ner Infektion mit einer MOI von drei in vitro eine Infizierbarkeit von annähernd 100%. B78,
M-3 und K1735 sind somit geeignete, aber nicht unbedingt ideale Modelle für die experi-
mentelle Tumortherapie mit parvoviralen Vektoren. B16 F1 und B16 F10 sind dagegen nicht
geeignet.
Die Gründe für die Unterschiede innerhalb einer Tumorart sind unbekannt. Sie liegen
nicht im Bereich der Mausstämme, da alle drei gut infizierbaren Melanome einen unter-
schiedlichen genetischen Hintergrund besitzen (s. EINLEITUNG, 1.3). Ferner scheint keine
Korrelation zwischen Infizierbarkeit und Metastasierung zu bestehen, da M-3 als nicht me-
tastasierend gilt, alle anderen (auch B16 F1 und B16 F10) aber zumindest geringe Metasta-
sierung nach intravenöser Applikation zeigen. Da B78 ein Subklon von B16 ist, könnte in
diesem Fall die Selektion eine besser infizierbare Variante hervorgebracht haben. Eine Stu-
die, die sich mit molekularen Unterschieden zwischen B16 und B78 befasste, konnte einen
Unterschied in der Aktivität verschiedener Isoformen der Proteinkinase C (PKC) zeigen [La
Porta et al., 1997]. In zytosolischen Extrakten aus B78 konnte im Vergleich zu B16 F1 eine
viermal größere Aktivität der PKCε  festgestellt werden. Das PKCs wichtig für die parvovirale
Replikation sind, konnte vor kurzem gezeigt werden [Lachmann et al., 2003]. In diesem Fall
scheinen allerdings die atypischen PKCλ und PKCη notwendig zu sein, welche in der vor-
hergehenden Studie nicht untersucht worden waren.
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Wildtyp-MVM
Wurden die Melanome mit MVMp mit einer niedrigen MOI infiziert, so zeigte sich, dass
K1735, ähnlich wie A9, in der Lage ist, deutliche Mengen an Wildtyp-Viren zu bilden. Die
Ausgangsmenge an Virus (5x103 RU pro Schale) wurde fast um den Faktor 1000 gesteigert.
B78 und M-3 zeigten nur eine Steigerung um den Faktor 10. Bei  B16 F1 und B16 F10
konnte keine Bildung von Viren festgestellt werden. 
Da die Menge von MVMp in K1735 mit der Zeit zunahm und ab Tag fünf das Maximum
erreicht hatte, kann davon ausgegangen werden, dass die Zellen in der Lage sind, Viren zu
bilden, diese freizusetzen und damit andere Zellen in der Schale zu infizieren. Eine Sätti-
gung trat ab Tag vier auf, vermutlich weil die Zellen in den Schalen konfluent waren und
deshalb die für die Infektion notwendige Zellteilung nicht mehr möglich war. M-3 zeigte eine
ähnliche Zunahme der Virusmenge mit der Zeit, so dass auch von Reinfektionen ausge-
gangen werden kann, wenn auch in wesentlich geringerem Ausmaß. Eine andere Erklärung
für diesen langsamen Anstieg ist, dass die wenigen infizierten Zellen nur sehr langsam neue
Viren bilden. Bei B78 konnte ebenfalls nur eine geringe Neubildung von Viren festgestellt
werden, allerdings wurde sehr schnell die endgültige Menge erreicht. Das deutet darauf hin,
dass hier keine Reinfektionen auftraten. Diese Vermutung wird durch die geringe Freiset-
zung von Viren aus den Zellen in diesem Fall gestützt.
2.2 Freisetzung der Chemokine nach Infektion 
Die Expression der Chemokine CCL7 (MCP-3) und CCL8 (MCP-2) in den verschiedenen
Melanomen nach Infektion mit dem entsprechenden Vektor korrelierte mit der Infizierbarkeit
(s.o.). Dabei zeigte K1735 eine vergleichbare Freisetzung wie die Referenzzelllinie A9. Die
Melanome B78 und M-3 zeigten eine geringere Freisetzung. Dennoch sind die gebildeten
Mengen an Chemokinen sehr hoch, da bekannt ist, dass sie bereits im Nanogramm Bereich
biologische Aktivität zeigen [Proost et al., 1996]. Bei B16 F1 und B16 F10 lag die Freiset-
zung nur knapp über der Nachweisgrenze, bei P815 war keine Freisetzung nachweisbar. Die
Menge an gemessenen Chemokinen schwankte in Abhängigkeit der eingesetzten Vektor-
präparation. Vergleichbare Werte konnten nur erzielt werden, wenn alle Proben in einem
Experiment gewonnen und analysiert wurden. 
Nach Infektion mit C5/CCL7 konnte ab dem zweiten Tag CCL7 im Überstand von M-3
und K1735 nachgewiesen werden. Das Maximum der täglichen Produktion an Chemokin war
an Tag vier bei M-3 und an Tag drei bei K1735. Murine Zellen, mit Vektoren auf der Basis
von MVMp infiziert, zeigen üblicherweise einen späteren Beginn der Expression (Tag zwei,
Maximum Tag drei oder vier) als humane Zellen mit H-1-Konstrukten infiziert (Beginn Tag
eins, Maximum Tag zwei) [Haag, 1999; Wetzel, 2000; Lang, 2003]. Über einen Zeitraum von
sechs Tagen hinweg konnte eine Freisetzung von CCL7 in Überständen von M-3 und K1735
nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass in den Zellen über diesen Zeitraum Vektor-DNA
vorhanden sein musste und dass die infizierten Zellen, zumindest teilweise, bis zu diesem
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Zeitpunkt nicht abgestorben waren. Bei M-3 korrelierte die kumulierte Menge der täglichen
Produktion gut mit den Werten für die Akkumulation. Bei K1735 war die tägliche Freisetzung
im Verhältnis zur Akkumulation zu gering. Diese Beobachtung könnte mit einem zellulärem
Stress durch den täglichen Wechsel des Zellkulturmediums erklärt werden. Das Maximum
der Akkumulation erreichte K1735 an Tag fünf nach der Infektion. Üblicherweise wurde bei
Infektionen zum Test der Vektoren auch bei K1735 der Überstand nach drei Tagen gewon-
nen, um eine Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 
Um möglichst hohe Konzentrationen an Chemokinen für eine Reinigung aus dem Über-
stand zu erhalten, wurde allerdings bis Tag vier gewartet. Die Reinigung der Chemokine
sollte klären, welche Modifikationen bei den Chemokinen nach Infektionen der verschiede-
nen Melanome vorkommen. Die ELISA können nur die Menge der mit den Antikörpern rea-
gierenden Chemokine bestimmen, ohne Aussagen über deren biologische Aktivität oder das
Vorhandensein anderer, nicht erfasster, modifizierter Chemokine machen zu können. Die
Aufreinigung der Chemokine aus den Überständen von K1735 und B78 war nicht erfolgreich
trotz ausreichender hoher Konzentration im Ausgangsansatz (ELISA-Messung). Es konnten
im silbergefärbten Gel und im ELISA nach der vierstufigen Aufreinigung keine chemokin-
spezifischen Banden gefunden werden. Das deutet darauf hin, dass durch zelluläre Modifi-
kationen (Glykosylierung, Degradierung durch Matrixmetalloproteinasen oder andere frei-
gesetzte Enzyme) die Chemokine in ihren chemischen (und biologischen) Eigenschaften
verändert wurden und sie deshalb bei der Aufreinigung verloren gegangen waren. Für CCL7
sind vier verschiedene N- und O-Glykosylierungen beschrieben, wenn die humane Form in
COS-Zellen exprimiert wurde [Minty et al., 1993]. Für CCL2 (MCP-1) wurde eine leicht re-
duzierte, chemotaktische Aktivität beschrieben, wenn das Protein glykosyliert vorlag [Proost
et al., 1998]. Für CCL8 sind bisher keine posttranslationalen Modifikationen in Form von
Glykosylierungen beschrieben [Proost et al., 1998; Van Coillie et al., 1999]. Allerdings
konnte eine N-terminal verkürzte Form von CCL8 (CCL8(6-76)) nach Mitogen-Stimulierung
von mononukleären Zellen isoliert werden, welche die chemotaktische Aktivität von intaktem
CCL8 und von anderen Chemokinen (CCL2, CCL5 und CCL7) teilweise aufheben konnte.
Bisher konnte die Protease, die für die Entstehung von CCL8(6-76) verantwortlich ist, nicht
identifiziert werden [Proost et al., 1998]. 
Außerdem konnte mehrfach gezeigt werden, dass der Abbau von CCL7 durch die Ma-
trixmetalloproteinasen MMP-1, -2, -3, -13 und -14, sowie von CCL8 durch MMP-1 und -3
nicht nur zu wirkungslosen, N-terminal verkürzten Produkten (5-76) führte, sondern dass
diese vielmehr eine antagonistische Wirkung auf die chemotaktische Aktivität der intakten
Chemokine ausüben [McQuibban et al., 2000; McQuibban et al., 2002]. So ist es möglich,
dass in Überständen eine hohe Konzentration an intakten Chemokinen gemessen wird, de-
ren Wirkung allerdings von den ebenfalls vorhandenen abgebauten Varianten vollständig
aufgehoben wird. Dabei ist zu beachten, dass in vitro der Abbau der Chemokine einer ande-
ren Kinetik folgen könnte als in vivo, da in diesem Fall die Chemokine vor allem gebunden
an extrazellulärer Matrix vorkommen und deshalb der Abbau erschwert sein könnte. Dass
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die untersuchten Melanome die wichtigsten MMPs (MMP-2 und -3) exprimieren wurde im
nächsten Experiment bestätigt.
2.3 Genexpression und Morphologie nach Infektion
Markergenexpression
Wurden die Melanomzelllinien in vitro auf die Expression von Markergenen nach Infektion
mit Vektoren untersucht, so zeigte sich, dass trotz der festgestellten geringen Freisetzung
von Chemokinen aus den Melanomen B16 F1 und B16 F10 kein Unterschied in der CCL7-
bzw. CCL8-mRNA Menge gegenüber den anderen Melanomen vorlag. In allen untersuchten
Zelllinien wurden praktisch gleiche Mengen an CCL7- und CCL8-mRNA gefunden. Der Ge-
halt an NS1-mRNA war in B16 F1, B16 F10 und M-3 in den Proben mit C5/CCL8 etwas ge-
ringer als in A9, B78 und K1735.  Die Unterschiede in der Menge an freigesetzten Chemo-
kinen in B16 F1 und B16 F10, die in den vorherigen Experimenten beobachtet wurde, kön-
nen somit nicht mit einer geringeren Transkription erklärt werden. Da auch eine verhältnis-
mäßig geringe EGFP-Expression in diesen Zellen vorlag und nach Infektion mit MVMp keine
Neubildung von Viren beobachtet werden konnte, ist ein spezifischer Mechanismus zur un-
terdrückten Freisetzung der Chemokine unwahrscheinlich. Bei B16 F1 und B16 F10 könnte
nach der Infektion mit Viren oder Vektoren eine verringerte Translation für die verminderte
Transgen- oder Kapsidproteinexpression verantwortlich sein.
Die Expression der Matrixmetalloproteinase (MMP-) 2 (Gelatinase A) konnte in A9, B78
und in besonders deutlichem Ausmaß in K1735 nachgewiesen werden. Sie wurde nicht be-
einflusst von einer Infektion mit dem Vektor (C5∆800) oder durch die Expression der Che-
mokine (C5/CCL7 oder C5/CCL8). In B16 F1, B16 F10 und M-3 konnte keine Expression
festgestellt werden. Somit zeigten die beiden Zelllinien mit der höchsten Chemokinfreiset-
zung (A9 und K1735) auch die stärksten MMP-2-Expressionen, wohingegen in Zellen mit
einer geringen oder keinen Chemokinfreisetzung wenig oder keine MMP-2-mRNA gefunden
wurde. Es kann somit mit einem Abbau von aktivem CCL7 zu antagonistisch-wirkenden
CCL7(5-76) in A9, B78 und K1735 gerechnet werden. Der MMP-2-abhängige Abbau von
extrazellulärer Matrix spielt eine wichtige Rolle bei der Metastasierung von Melanomen
[Kurschat et al., 2002]. Während eine Expression von MMP-2 in allen Proben von humanen
Melanomen in dieser Studie nachweisbar war, konnte vor allem in den Randbereichen der
Primärtumoren und in den Metastasen eine starke enzymatische Aktivität von MMP-2 fest-
gestellt werden. MMP-3 (Stromelysin-1) konnte nur schwach in K1735 nachgewiesen wer-
den. Es könnte somit zu einem Abbau von CCL8 zu CCL8(5-76) kommen, welches ebenfalls
antagonistisch auf die Chemotaxis wirkt [McQuibban et al., 2002].
Während in keiner Melanomprobe (infiziert oder nicht-infiziert) die Expression von Inter-
leukin (IL-) 10 nachgewiesen werden konnte, so zeigte sich in fast allen Proben eine
schwache und in den drei infizierten M-3-Proben eine deutlich erhöhte Expression des Zy-
tokins Transforming Growth Factor (TGF-) β. Dieses wird im Allgemeinen als immun-sup-
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pressiv angesehen, da es antiproliferierende Wirkung auf T- und NK-Zellen ausübt. Ferner
besitzt es Eigenschaften sowohl als Tumorpromotor als auch als Tumorsuppressor [Akhurst,
2002; Siegel & Massagué, 2003]. Es konnte aber auch eine verstärkte zytotoxische Wirkung
von TGF-β-stimulierten Makrophagen auf Melanomzellen in vitro festgestellt werden [Fan et
al., 2002]. Die Unterschiede in der Expression von TGFβ in B78 und K1735 waren sehr
schwach, so dass Rückschlüsse auf eine Induktion oder Repression durch Infektion oder
Chemokinexpression nicht möglich waren. 
NS1-Expression und Morphologie
Nach einer Infektion von A9 mit MVMp mit einer MOI von zehn zeigte sich das typische
Bild einer produktiven parvoviralen Infektion. Nach 12 h waren noch wenige Zellen positiv,
nach 36 h praktisch alle und nach 96 h waren nur noch wenige vorhandene Zellen intakt. Es
zeigten sich 'Autonomous Parvovirus-Associated Replication (APAR-) Bodies' in den Zell-
kernen (NS1-positive Punkte) als frühes Zeichen der Infektion, gleichmäßig NS1-positive
Kerne in einem späteren Stadium und schließlich kleine, sehr helle Kerne mit kondensierter
DNA (DAPI-Färbung) ohne deutliches Zytoplasma als Endstadium. Nach einer Infektion mit
C5/CCL7 zeigten A9-Zellen ebenfalls APAR-Bodies und eine ansteigende Zahl von NS1-
positiven Zellen, jedoch waren weniger positiv als bei einer Infektion mit MVMp. Nach 96 h
waren noch viele intakte Zellen vorhanden und es zeigte sich bei einigen Zellen eine apop-
tose-typische Fragmentierung des Zellkerns (Budding). 
Bei M-3-Zellen waren zu jedem Zeitpunkt wesentlich weniger Zellen betroffen und es
zeigten sich weder kondensierende DNA in den Kernen noch apoptose-ähnliche Verände-
rungen. Allerdings konnten in einigen wenigen Zellen APAR-Bodies gefunden werden.
 Bei K1735 konnten nach Infektion mit MVMp und C5/CCL7 APAR-Bodies und in man-
chen Zellen NS1 im Zytoplasma gefunden werden. Nach 96 h waren NS1-positive Zell-
trümmer sichtbar, allerdings gab es keine Hinweise auf kondensierte DNA, Apoptose-ähnli-
che Fragmentierung oder eine deutliche Abnahme der Zellzahl.
Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen werden, dass A9-Zellen auf eine Infektion
mit C5/CCL7, verglichen mit MVMp, weniger empfindlich (weniger Zellen positiv, mehr in-
takte nach 96 h) reagieren. Bei M-3 scheint nur ein kleiner Teil der Zellen überhaupt infi-
zierbar zu sein. Da keine Hinweise auf absterbende Zellen gefunden werden konnten,
scheinen die infizierten Zellen keinen lytischen Zyklus zu durchlaufen. Bei K1735 konnten
viele NS1-positive Zellen, sowohl mit MVMp, als auch mit C5/CCL7 infiziert, gefunden wer-
den. Die Zellen scheinen aber auch nicht sehr empfindlich auf virus-induzierte Zytotoxizität
zu reagieren (sehr viele intakte Zellen nach 96 h), auch wenn NS1-positive Zelltrümmer zu
finden waren. 
Um die Einflüsse von MVMp und C5/CCL7 auf das Wachstum der Melanome weiter zu
klären, wurden Untersuchungen zu Zellwachstum und Zytotoxizität gemacht.
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2.4 Zellwachstum und Zytotoxizität
Das Wachstumsverhalten der Zellen nach Infektion mit MVMp oder C5/CCL7 gibt Aus-
kunft über den Einfluss, den das Virus oder der Vektor auf die Gesamtpopulation der Zellen
hat. Es kann nicht unterschieden werden zwischen zytotoxischer oder wachstumshemmen-
der Wirkung auf einzelne Zellen. Nur im Falle einer deutlichen Abnahme der Zellzahl kann
von einer zytotoxischen Wirkung ausgegangen werden. Allerdings stellt das Zellwachstum
eine Art Tumorwachstum in vitro dar und gibt somit Hinweise auf eine mögliche Wirkung der
Applikation von Vektoren in vivo. 
Alle PBS-behandelten Zelllinien proliferierten, M-3 relativ langsam (Zeit zur Verdoppelung
39 h) und B78 am schnellsten (Zeit zur Verdoppelung 15 h). Wurden die Zellen mit MVMp
(MOI von zehn) infiziert, so zeigte nur A9 eine Abnahme der Zellzahl im Laufe der Zeit. Nach
einer Infektion werden die Zellen in der S-Phase des Zellzykluses blockiert, gehen nach er-
folgter viraler Replikation zu Grunde und die freigesetzten Viruspartikel können die noch
vorhandenen, nicht infizierten Zellen infizieren [Hirt, 2000]. Das Wachstum von M-3 wurde
nicht, das von B78 nur sehr schwach beeinflusst. In diesen beiden Fällen reichten die ver-
bliebenen, nicht-infizierten Zellen (62% bzw. 79% der Zellpopulation, s. 2.1) aus, um keine
wesentliche Wachstumsverzögerung sichtbar zu machen. Beide Zelllinien produzierten nur
verhältnismäßig geringe Mengen an MVMp (s. 2.1), so dass Reinfektionen vermutlich keinen
großen Einfluss ausüben. K1735 zeigte nach Infektion mit MVMp eine andere Wachstums-
kinetik. Erst ab Tag drei traten deutliche Unterschiede in der Zellzahl auf. Hier könnte die
bessere Infizierbarkeit und mögliche Reinfektionen durch neugebildeten Virus eine Rolle
spielen. Somit könnte in vivo eine Anwendung von MVMp in K1735-Tumoren unter Um-
ständen ein verlangsamtes Tumorwachstum zur Folge haben. 
Eine Infektion mit C5/CCL7 führte bei keiner untersuchten Zelllinie zu einem signifikanten
Unterschied im Wachstum im Vergleich zur PBS-behandelten Kontrolle. Auch die nahezu
vollständig infizierbaren A9-Zellen wurden nur sehr geringfügig im Wachstum behindert. Es
ist möglich, dass rekombinante Vektoren keine vollständige Blockade des Zellzykluses aus-
üben können. Außerdem scheinen diese Konstrukte eine geringere zytotoxische Wirkung
besitzen, als der Wildtyp-MVM. Bei einer Anwendung der rekombinanten Vektoren in vivo ist
somit nicht mit einer direkten Wirkung auf das Wachstum der Tumoren zu rechnen. 
Der Kolonie-Bildungstest gibt Auskunft über die Wirkung einer Behandlung auf einzelne
Zellen. Da M-3-Zellen nach dem verdünnten Aussäen keine Kolonien bildeten, konnte diese
Zelllinie nicht mit dieser Methode untersucht werden. Der Effekt von MVMp auf A9 zeigte die
typische Wirkung einer lytischen Infektion. Während nach einer Infektion mit einer MOI von
eins noch 22% der Zellen in der Lage waren Kolonien zu bilden, waren es nach einer Infek-
tion mit MOI von zehn nur noch 3%. Dagegen waren B78 (unabhängig von der MOI) und
K1735 wesentlich resistenter. Bei B78 korreliert die Infizierbarkeit (21% positiv bei MOI von
zehn, s. 2.1) gut mit der Reduktion der Kolonie-Bildung (75% bei MOI von zehn). Das heißt,
dass die infizierten Zellen nicht mehr in der Lage waren Kolonien zu bilden, entweder weil
sie sich nicht mehr teilen konnten oder weil sie abgestorben waren. Eine Infektion von
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K1735 führte zu einer Dosis abhängigen Abnahme der Kolonie-Bildung. Verglichen mit der
Infizierbarkeit von 65% bei einer MOI von zehn, waren dennoch 65% der Zellen in der Lage
Kolonien zu bilden. Es ist somit möglich, dass in diesem Fall auch mit Wildtyp-MVM infizierte
Zellen in der Lage sind, sich mehrmals zu teilen. 
Eine Infektion mit C5/CCL7 hatte in allen drei untersuchten Zelllinien nur einen geringen
Einfluss auf die Koloniebildung. Dies steht in Einklang mit dem nur geringen Einfluss der
rekombinanten Vektoren auf das Wachstum der Zellen (s. oben). Das bedeutet, dass, un-
abhängig von der Infizierbarkeit der Zellen, eine Infektion mit C5/CCL7 keinen wesentlichen
Einfluss auf die Gesamtpopulation ausübte. Nur ein geringer Anteil (in etwa 10% der Ge-
samtpopulation) stirbt ab oder wird in seiner Teilungsfähigkeit eingeschränkt. Mit C5/CCL7
infizierte Zellen waren also in der Lage sich zu teilen. Sollten somit Unterschiede im Tu-
morwachstum zwischen infizierten und nicht-infizierten Tumorzellen in vivo beobachtet wer-
den, kann von einer Immunreaktion des Wirtes ausgegangen werden.
3. Die Wirkung der Vektoren in vivo
3.1 Subkutanes Wachstum von in vitro-infizierten Zellen 
Das Wachstum von Tumoren, die in vitro infiziert und danach subkutan in syngene Tiere
injiziert worden waren, wurde für die Zelllinien M-3, K1735 und B78 in jeweils mindestens
zwei unabhängigen Experimenten untersucht. Die infizierten Zellen, die nach der Injektion
übrig geblieben waren und als in vitro Expressionskontrolle dienten, zeigten in allen Ansät-
zen niedrigere Chemokinexpressionen, als nicht behandelte Vergleichszellen. Wahrschein-
lich führten die Behandlungsschritte (Ernte, Waschen, Verweildauer in PBS etwa eine
Stunde) zu einer durch Stress ausgelösten Verminderung der Chemokinexpression.
M-3
Wurden M-3-Zellen in vitro infiziert und danach subkutan in DBA/2-Mäuse injiziert, zeigte
sich eine wachstumshemmende Wirkung in allen drei vektorbehandelten Gruppen. Aller-
dings waren die Unterschiede zur PBS-behandelten Gruppe nicht-signifikant, da die Varia-
tionen in den Gruppen sehr groß waren. Ferner zeigte sich kein Unterschied zwischen den
Gruppen im mittleren Überleben. Aufgrund des geringen Unterschiedes im Tumorwachstum
sind kaum Schlussfolgerungen möglich. Da eine Infektion mit Vektoren in vitro keinen nen-
nenswerten Effekt auf das Wachstum der Zellen ausübte, ist ein solcher direkter Effekt nach
der Injektion der Zellen in vivo unwahrscheinlich. Da keine Unterschiede zwischen den mit
Vektoren behandelten Gruppen zu finden waren, spielt die Transgenexpression wahrschein-
lich keine Rolle. In vitro konnte in M-3 keine Expression von Chemokin abbauenden Ma-
trixmetalloproteinasen festgestellt werden, allerdings ist deren Bildung durch Tumorstroma-
zellen möglich. Ein möglicher Grund für die gefundenen Effekte könnte eine Wachstums-
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hemmung durch die Ausschüttung parakriner Faktoren (ausgelöst durch die Infektion) sein,
die jedoch in vitro nicht zur Geltung kamen (z.B. Typ I Interferone). Die Bildung einer Vektor-
spezifischen immunologische Reaktion wäre eine andere mögliche Erklärung.
K1735 
Im Gegensatz zu M-3-Zellen zeigten mit C5/CCL7-infizierte K1735-Zellen ein signifikant
verringertes Tumorwachstum gegenüber injizierten, mit C5∆800-behandelten Zellen. K1735
zeigte in zwei unabhängigen Versuchen vergleichbare Resultate. Neben der Wachstums-
verzögerung wurde auch ein deutlich verlängertes mittleres Überleben der C5/CCL7-Gruppe
beobachtet. Trotz einer deutlichen Transgenexpression zeigte hingegen die Gruppe, die
C5/CCL8-infizierte Zellen erhalten hatte, keinen signifikanten Unterschied zur C5∆800-
Gruppe. Bei der pathologischen Untersuchung der Organe der Tiere konnte bei keiner
Gruppe eine Metastasierung festgestellt werden. In allen mit Vektoren behandelten Gruppen
konnten vektorspezifische Antikörper nachgewiesen werden, trotz nur einmaliger Gabe der
Vektoren in Form infizierter Tumorzellen.
Zusammengefasst bedeutet dies, dass die Expression von CCL7, jedoch nicht CCL8,
nach einer Vektorinfektion zu einem geringeren Tumorwachstum von K1735 in C3H/HeN-
Mäusen und einem verlängerten Überleben führte, ohne das Risiko einer Metastasierung zu
vergrößern. Da in vitro-infizierte K1735-Zellen kein verlangsamtes Wachstum gegenüber
unbehandelten Zellen zeigten, kann auch hier von einem in vivo-ausgelösten Mechanismus
ausgegangen werden. Mögliche Wirkungsweisen werden bei den in vivo-Behandlungen be-
sprochen.
B78
Infizierte B78-Zellen in C57BL/6-Mäusen zeigten ein noch deutlicheres Ansprechen auf
die Expression von CCL7. Während die Behandlung der Zellen in vitro mit C5∆800 und
C5/CCL8 schon zu einem signifikant-verzögerten Tumorwachstum nach subkutaner Injek-
tion führten (allerdings war zwischen diesen beiden Gruppen kein Unterschied festzustellen,
trotz deutlicher CCL8-Expression in vitro) und zu einer Tumorbildung in nur sechs von sie-
ben Tieren, so entwickelten nur zwei von sieben Tieren der Gruppe, die mit C5/CCL7-be-
handelte Zellen injiziert bekommen hatte, überhaupt einen Tumor. Teilweise entwickelten
diese Tiere kleine, messbare Tumoren, die allerdings nach einigen Tagen nicht mehr zu
finden waren, was auf eine erfolgreiche Abstoßung hindeutet. Diese verringerte Tumorinzi-
denz ist ein deutlicher Hinweis auf einen durch die Expression von CCL7 ausgelösten Effekt.
Außerdem zeigten die zwei tumortragenden Tiere der C5/CCL7-Gruppe ein deutlich ver-
langsamtes Tumorwachstum.
Bekamen die tumorfreien Tiere 100 Tage nach der ersten Injektion wiederum eine gleiche
Menge an unbehandelten B78-Zellen appliziert, so entwickelten sich in allen Tieren Tumo-
ren. Die vorherige Abstoßung der behandelten Zellen führte somit nicht zu einer langanhal-
tenden Immunisierung gegenüber den Tumorzellen. Diese Ergebnisse stehen in Einklang
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mit früheren Experimenten, die mit den klassischen Vektorkonstrukten in B78  durchgeführt
worden waren [Wetzel, 2000]. In diesen Studien führte die Infektion von B78-Zellen mit
MVM/CCL7 mit einer MOI von zehn zu einer vollständigen Unterdrückung der Tumorbildung.
Es muss erwähnt werden, dass in manchen Experimenten mit behandelten B78-Zellen
keine signifikante Wirkung der Behandlung mit C5/CCL7 im Vergleich zu C5∆800 erzielt
werden konnte. In diesen Fällen war dennoch eine vergleichbare Transgenexpression der
infizierten, nicht-injizierten Zellen nachzuweisen, so dass wahrscheinlich nicht eine geringere
Transgenfreisetzung für die fehlende Wirkung verantwortlich war. Weder das Alter der ver-
wendeten Tiere, noch die Charge der B78-Zellen kommen als Grund für diese beobachtete
Instabilität des Systems in Frage. Unterschiedliche Modifikationen und daraus folgende un-
terschiedliche Aktivitäten der gebildeten Chemokine, aufgrund unterschiedlicher klonaler
Selektionen der Zellen, könnten möglicherweise einen Einfluss haben. Um diese Instabilität
des Systems und die artifizielle Situation der Injektion von bereits infizierten Zellen zu um-
gehen, wurden schließlich etablierte, subkutane  Tumoren mit Vektorinjektionen behandelt.
Eine erfolgreiche in vivo Anwendung ist das eigentliche therapeutische Ziel und entspricht
eher der weitaus komplexeren Situation der Behandlung von Melanomen am Menschen. 
3.2 Behandlung von etablierten Melanomen
Die Untersuchung der Wirkung der Vektorinjektionen auf bereits etablierte Tumoren
wurde für K1735 und B78 vergleichbar durchgeführt. Die unbehandelten Zellen wurden
subkutan injiziert und, wenn alle Tiere messbare Tumoren entwickelt hatten, wurde mit Vek-
torinjektionen in dreitägigem Abstand begonnen. Da die Chemokinfreisetzung an Tag drei
ihr Maximum erreichte, konnte somit eine gleichmäßige Expression im Tumor erzielt werden.
Im Falle von K1735 wurden pro Tier sechs Injektionen durchgeführt und nach Beendigung
der Behandlung die Tiere erst beim Erreichen einer kritischen Tumorgröße getötet. Bei B78
wurden vier Vektorinjektionen pro Tier appliziert und drei Tage nach der letzten Injektion alle
Tiere getötet. 
Tumorwachstum und Überleben
Die Behandlung von K1735-Tumoren mit C5/CCL7 führte zu einem signifikant-verringer-
ten Tumorwachstum und zu einem verlängerten Überleben gegenüber den anderen drei
Behandlungsgruppen. Die Gruppe, die mit C5/CCL8 behandelt worden war, zeigte kein sig-
nifikant-verändertes Tumorwachstum gegenüber der PBS- oder C5∆800-Gruppe. 
Bei behandelten B78-Tumoren konnte ebenfalls eine signifikante Wirkung auf das Tu-
morwachstum durch Injektionen mit C5/CCL7 gegenüber den anderen drei Gruppen fest-
gestellt werden. Die drei anderen Gruppen waren untereinander nicht unterscheidbar.
In beiden Fällen zeigte die Therapie mit C5/CCL7 einen positiven Effekt, auch wenn in
keinem Fall eine Stabilisierung der Krankheit oder gar eine Remission eintrat. Von ent-
scheidendem Interesse ist vor allem die Verlängerung der Lebenszeit. Sie stellt das wich-
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tigste Kriterium für eine Wirksamkeit einer Therapie dar. Die Wirkung konnte auf die Ex-
pression von CCL7 zurückgeführt werden, da keine signifikanten Wirkungen bei den ande-
ren Vektoren festzustellen waren. Das bedeutet auch, dass der Vektor selbst (beispielsweise
durch die Expression von NS1) keine besondere positive Wirkung entfalten konnte, wie die
Ergebnisse mit den in vitro-infizierten Zellen bei B78 vermuten lassen könnten. Dies ist inso-
fern interessant, da dies die Möglichkeit eröffnet, aus den Vektoren auch den Bereich für NS
zu entfernen und damit wesentlich größere Transgene aufnehmen zu können. 
Die Ergebnisse im B78-Modell mit dem neuen chimären Vektor C5/CCL7 waren ver-
gleichbar mit den Ergebnissen, die in diesem Modell mit den ursprünglichen Vektoren
(MVM/CCL7) erreicht werden konnte [Wetzel, 2000]. Um zu untersuchen, ob die selben
Mechanismen für die Wirkung verantwortlich waren, wurden die Tumoren auf die Expression
von immunologischen und anderen Markergenen untersucht.
Genexpression im Tumor
Nach einer Behandlung mit Vektoren konnte sowohl im Falle von K1735, als auch im
Falle B78 nicht in allen Proben eine Expression von NS1 festgestellt werden. Es kann da-
raus geschlossen werden, dass zum Zeitpunkt der Gewinnung des Tumormaterials nicht
mehr genug Zellen NS1-mRNA enthielten. Entweder waren insgesamt in diesen Proben
weniger Zellen infiziert worden oder nach zwei (K1735), bzw. drei Tagen (B78) nach der
letzten Vektorinjektion war die Expression bereits unter die Nachweisgrenze gesunken. In
manchen NS1-negativen Proben war CCL7-/CCL8-Expression nachweisbar. Somit ist es
wahrscheinlich, dass zum Zeitpunkt der Probengewinnung die NS1-Genexpression in man-
chen Proben bereits zu schwach für einen Nachweis war. Somit scheint die NS1-Genex-
pression nur von sehr kurzer Dauer zu sein.
Während die CCL7-Expression in beiden Melanomen in allen Proben einheitlich war, gab
es Unterschiede in der Intensität von CCL8. Möglicherweise ist die Genexpression von CCL8
nicht so stabil wie die von CCL7. Allerdings kann auch die Auswahl der Tumorproben für die
RNA-Extraktion bei großen Tumoren (es wurde nur ein Teil verwendet) einen Einfluss auf
die Nachweisbarkeit von CCL8 haben. 
Die Expression von den Markergenen CD8, NK1.1, Perforin, Granzym B, CTLA4 und
CD95L (Markergene für T-/NK-Zellen, bzw. deren Aktivierung) zeigte in beiden Fällen keine
Behandlungsgruppenspezifität. Daraus kann gefolgert werden, dass die Infektion mit dem
Vektor, bzw. die Expression von CCL7 oder CCL8 keinen Einfluss auf die Rekrutierung von
zytotoxischen T-Zellen oder NK-Zellen hat. Eine schwache Expression von CD8  in den
K1735-Proben trotz deutlicher Expression von Granzym B und CTLA4 weißt auf eine nur
geringe Zahl, aber dennoch aktive zytotoxischen T-Zellen hin. Es konnte hier auch CD95L
(FasL) und TRAIL (Aktivierung von CD4-T-Zellen) nachgewiesen werden, allerdings keine
CD4-positiven (T-Helfer-)Zellen. Bei B78 konnte hingegen in allen Proben eine deutliche
CD8-Expression mit ebenfalls deutlicher Expression der Aktivierungsmarker Granzym B und
CTLA4 gezeigt werden. Dagegen wies eine sehr schwache CD95L-Expression auf die Prä-
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senz von ebenfalls nicht direkt nachweisbaren CD4-Zellen hin. Diese unspezifische Expres-
sion in allen Behandlungsgruppen steht im Widerspruch zu den spezifisch in der
MVM/CCL7-Behandlungsgruppe gefundenen Expressionen von CD8, NK1.1, Perforin und
IFNγ in der Studie von Wetzel, 2000. Möglicherweise war die Auswahl des Tumormaterials
für die Gewinnung der RNA unterschiedlich, da durchaus mit einer Anreicherung von Leu-
kozyten in der Tumorperipherie auch in den PBS-behandelten Tumoren möglich ist, aber
keine Infiltration in den Tumor vorkommt [Bottazzi et al., 1992].
Sowohl in K1735, als auch in B78 war in den meisten Proben eine deutliche Expression
des Monozytenmarkers CD14  zu finden. Während in B78 eine starke Expression von iNOS
(inducible NO-Synthetase) und eine leichte Expression con COX2 (Cyclooxygenase 2) auf
eine Aktivierung der Monozyten schließen lässt, waren in den K1735-Proben beide Marker
fast nicht nachweisbar.
Die Matrixmetalloproteinase (MMP-) 2 war in beiden Modellen sehr stark exprimiert. Auch
hier zeigte sich keine gruppenspezifische Expression. Hingegen wies die MMP-3 in K1735
eine bevorzugte Expression in der PBS-behandelten Gruppe auf. Diese Tendenz konnte
auch bei den in vitro Experimenten gefunden werden. Der Einfluss der Infektion auf die Ex-
pression von MMP-3 bedarf einer weiteren Analyse. In B78 jedoch war keine solche spezifi-
sche Expression festzustellen. Im Gegensatz zu den in vitro Ergebnissen (keine Expression)
konnte hier eine deutliche MMP-3-Expression in vivo gefunden werden. Es ist möglich, dass
in diesem Fall der Kontakt der Melanomzellen zur extrazellulären Matrix oder zu Stromazel-
len zu einer Expression führte [Bodey et al., 2001]. Ferner ist es möglich, dass die Expres-
sion sowohl von MMP-2 als auch von MMP-3 wichtig für die Vaskularisierung der Tumoren
war und somit erst in vivo aufgrund von Nährstoffmangel angeregt wurde [Burbridge et al.,
2002]. Es kann festgestellt werden, dass weder durch die Infektion mit dem Vektor, noch
durch die Expression der Chemokine eine Induktion der MMP-3-Expression erfolgte. Das
bedeutet, dass das Risiko einer Metastasierung des etablierten Tumors dadurch nicht erhöht
wird. 
Die Expressionen von Transforming Growth Factor (TGF) β und Interleukin (IL-) 10 hat
für die Experimente besondere Bedeutung. In B78 war TGFβ das einzige untersuchte Gen
mit einer gruppenspezifischen Expression. Die mit C5/CCL7-behandelte Gruppe zeigte ein
vermindertes Tumorwachstum und war auch die einzige Gruppe mit einer deutlichen TGFβ-
Expression in allen drei Proben. IL-10 wurde schwach exprimiert. Im Gegensatz hierzu
zeigte K1735 eine deutliche Expression von TGFβ und IL-10 in allen drei PBS-behandelten
Tieren, obwohl auch hier die C5/CCL7-behandelte Gruppe eine signifikante Wachstumsver-
zögerung aufwies. TGFβ kann vielfältige Wirkungen auf Tumoren haben: TGFβ wirkt Apop-
tose-auslösend in vielen Tumoren in frühen Stadien, führt zu einer verstärkten Vaskularisie-
rung, löst eine verstärkte Metastasierung aus und wirkt immunmodulierend auf das Tumor-
umfeld [Akhurst, 2002; Fan et al., 2002; Stove et al., 2003; Siegel & Massagué, 2003]. Zu-
sätzlich ist bekannt, dass viele Melanome in fortgeschrittenem Stadium nicht mehr auf die
tumorsuppressive Wirkung ansprechen und selbst beginnen TGFβ freizusetzen [Mocellin et
76
DISKUSSION
al., 2001; Peter et al., 2001]. Allerdings hatte wiederum diese Freisetzung keinen Einfluss
auf das Ansprechen der Metastasen auf eine Immuntherapie. In den hier besprochenen Fäl-
len sind offensichtlich unterschiedliche Mechanismen zu finden. Während B78 eventuell di-
rekt empfindlich gegenüber einer Apoptose-auslösende Wirkung sein könnte, wäre bei
K1735 eine immunsuppressive Wirkung (v.a. im Zusammenhang mit der IL-10-Expression)
in der PBS-behandelten Gruppe denkbar, deren Fehlen allerdings nicht ausreicht, um in den
Gruppen C5∆800 und C5/CCL8 eine Wirkung auf das Tumorwachstum zu erzielen. Aller-
dings lässt sich eine eventuell vorhandene Immunantwort in der C5/CCL7-Gruppe nicht
durch die Expression der Markergene nachweisen. 
Tumorspezifische lymphozytäre Aktivität
Der ELISpot-Test gibt Auskunft über die Reaktion von Lymphozyten auf einen bestimm-
ten Stimulus. In diesem Fall wurden Lymphozyten aus Milz und den Tumor-ableitenden
Lymphknoten (Inguinale Lymphknoten) von behandelten und unbehandelten Tieren in vitro
erneut Tumorzellen ausgesetzt und, nach einer Phase der Stimulierung, auf die Freisetzung
von IFNγ hin untersucht. Die Quantifizierung der Reaktionen erfolgte durch den Vergleich
der Anzahl der einzelnen IFNγ-freisetzenden, stimulierten Zellen zur Anzahl von IFNγ-frei-
setzenden, unstimulierten Lymphozyten. Um zu klären, ob die Reaktion der Lymphozyten
gegen die Tumorzellen selbst oder gegen Proteine der Vektoren gerichtet war, wurden ne-
ben unbehandelten Tumorzellen, in einem weiteren Ansatz infizierte Tumorzellen als Stimu-
latoren eingesetzt.
Die Freisetzung von IFNγ zeigt eine Aktivierung von CD8- (zytotoxische T-), CD4- (T-Hel-
fer-) und NK- (natürliche Killer-) Zellen an. Diese Aktivierung geschieht bei CD4- und CD8-
Zellen, wenn, in entsprechendem Kontext (MHC Klasse I und Klasse II), das entsprechende
Antigen, das dieser Lymphozyt erkennt, präsentiert wird. Auf Zellen ohne MHC Klasse I-Ex-
pression können Antigen-unspezifisch NK-Zellen reagieren. Die zur Stimulierung verwende-
ten Melanome K1735 und B78 weisen eine nur sehr geringe Expression von MHC Klasse I
und keine Expression von MHC Klasse II in vitro auf [Lollini et al., 1989; Wetzel, 2000]. In
K1735 führte eine Behandlung der Zellen mit IFNγ zu einer deutlichen Expression von MHC
Klasse I [Chen et al., 1993]. In einer vorangegangenen Studie zur Immunantwort auf eine
parvovirale Infektion (MVMp) in C57BL/6-Mäusen waren keine virusspezifischen zytotoxi-
schen T-Zellen nachweisbar gewesen [Lang, 2003]
Die Lymphozyten aus den Milzen von C3H/HeN-Tieren, deren K1735-Tumor mit Vektor
behandelt worden war, zeigten eine stärkere Reaktion auf die Stimulierung mit infizierten
Tumorzellen als die Lymphozyten der PBS-behandelten Tiere. Die Gruppe, deren Tumoren
mit C5/CCL7 behandelt worden waren, hatte im Schnitt die höchste Aktivität, allerdings war
der Unterschied zu den anderen Behandlungsgruppen gering. Die Reaktion gegenüber
nicht-infizierten Tumorzellen war im Allgemeinen niedriger. Daraus kann gefolgert werden,
dass neben einer geringen tumorspezifischen Immunantwort sich vor allem eine Reaktion
gegenüber den Vektorproteinen herausgebildet hatte. Dies ist möglich, da durch die in der
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RT-PCR nachgewiesene IFNγ-Expression eine MHC Klasse I-Expression ermöglicht wurde
und somit für die Vektorproteine spezifische T-Zellen möglicherweise aktiviert werden konn-
ten. Allerdings konnten in der RT-PCR der Tumorproben keine CD4- und CD8-Zellen und
eine Aktivierung dieser Zellen in den Tumoren der C5/CCL7-Gruppe nachgewiesen werden.
Bei den Lymphozyten der C5/CCL7-behandelten C57BL/6-Tiere mit B78 Tumoren konnte
eine deutlich stärkere Reaktivität im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen fest-
gestellt werden. Da sich kein Unterschied zwischen den mit infizierten und nicht-infizierten
Stimulatorzellen kultivierten Lymphozyten zeigte, muss hier von einem eher unspezifischen
Mechanismus ausgegangen werden. Möglich wäre eine allgemein erhöhte NK-Zell-Aktivität
in den C5/CCL7-behandelten Tieren, die durch die in vitro-Stimulierung deutlich wurde. Al-
lerdings steht einer möglichen antitumoralen Wirkung der NK-Zellen in der C5/CCL7-Gruppe
die fehlende Expression von NK1.1 und eine in allen Gruppen gleichmäßig vorkommende
Expression von Granzym B in den RT-PCR-Proben entgegen. In einer früheren Studie mit
MVM/CCL7-behandelten B78-Zellen konnte mit einem 51Cr-Freisetzungstest ebenfalls keine
spezifische Aktivität von zytotoxischen T-Zellen gegenüber B78 in vitro gefunden werden
[Wetzel, 2000]. Ferner wäre im Falle einer spezifischen Reaktion mit einer länger anhalten-
den Immunität zu rechnen, die allerdings in den Experimenten mit in vitro-infizierten B78-
Zellen nicht gefunden werden konnte.
Weder im K1735-, noch im B78-Modell waren gruppenspezifische Unterschiede bei der
Aktivität der Lymphknotenzellen festzustellen. Das ist bei einem unspezifischen Mechanis-
mus wie bei B78 zu erwarten. Allerdings sollte bei einem eher spezifischen Mechanismus
wie bei K1735 eine erhöhte Anzahl von spezifischen T-Zellen in den Lymphknoten nachzu-
weisen sein. Als mögliche Erklärung kommt eine unzureichende Zellzahl der Lymphknoten in
Betracht oder eine unzureichende MHC Klasse I Expression der Stimulatorzellen aufgrund
zu geringer IFNγ-Freisetzung der Lymphknotenzellen.
Antivektor-Antikörper
Die Behandlung der Tumoren mit Vektoren kann zur Bildung von Kapsid-spezifischen
Antikörpern führen. Dies ist von Bedeutung, da das Vorhandensein von neutralisierenden
Antikörpern zu einem Wirkungsverlust der applizierten Vektoren führen könnte. In einer an-
deren Studie konnte nach Applikation von Wildtyp-MVM eine Bildung von Antikörpern gegen
die Kapsidproteine und gegen NS1 gefunden werden [Lang, 2003]. Jedoch wurde nur ein-
mal eine relativ große Menge (107 plaque-bildende Einheiten) von replikationsfähigen Viren
in nicht tumortragende Tiere subkutan injiziert. Deshalb wurde die Situation während der
Behandlung der Tumoren mit mehreren Vektorinjektionen genutzt und im Verlauf in regel-
mäßigen Abständen die Seren der Tiere auf das Vorhandensein von IgM- und IgG-Antikör-
pern hin untersucht. 
In allen behandelten Tieren konnten Kapsidprotein-spezifische Antikörper nachgewiesen
werden. Die Bildung der Antikörper war in C3H/HeN-Mäusen mit K1735-Tumoren schnell
und stark. Zu keiner Zeit lag der Gehalt an spezifischen IgM-Antikörpern höher als der Ge-
78
DISKUSSION
halt der IgG-Antikörper. Bereits neun Tage nach der ersten Vektorinjektion war die maximale
Konzentration an IgG-Antikörpern erreicht. Diese lag in etwa um den Faktor zehn höher als
im Falle der behandelten C57BL/6-Mäuse mit B78-Tumoren (Vergleichbar mit dem Gehalt
an IgG-Antikörpern aus Lang, 2003). Die Kinetik der Antikörperbildung war in diesem Modell
etwas langsamer, da nach neun Tagen noch nicht das Maximum der gemessenen Werte
erreicht worden war. In diesem Fall entsprach die Bildung der IgM-Antikörper in etwa der der
IgG-Antikörper. Die Behandlungsgruppen C5/CCL7 und C5/CCL8 zeigten keine Tendenz zu
einer höheren IgM- oder IgG-Antikörperkonzentration als C5∆800. 
Der Test der neutralisierenden Wirkung der Seren auf die virale Infektion konnte in bei-
den Fällen diese Fähigkeit bestätigen. Allerdings traten auch hier Unterschiede um den
Faktor zehn zwischen den beiden Modellen auf. Die neutralisierende Wirkung der Seren aus
den C57BL/6-Tieren mit B78-Tumoren war vergleichbar mit denen aus C57BL/6-Tieren, die
eine subkutane Injektion mit MVMp erhalten hatten [Lang, 2003].
Trotz des Auftretens von neutralisierenden Antikörpern in den Seren bereits an Tag sechs
nach der ersten Injektion (Tag der dritten Injektion) hatte dies offensichtlich wenig Einfluss
auf die Behandlung der subkutanen Tumoren. Es konnte in fast allen Proben eine Expres-
sion von vektorspezifischen Markergenen (NS1 oder Chemokine, RT-PCR an Tag zwölf
nach der ersten Injektion) festgestellt werden. Außerdem konnte in den Tumorwachstums-
verläufen der mit C5/CCL7-behandelten Gruppen ab Tag sechs nach der ersten Injektion
(Tag zehn K1735-Wachstum, Tag 14 B78-Wachstum) keine bedeutenden Veränderungen
festgestellt werden, die auf einen Verlust der Wirkung hindeuten könnten. Somit scheint ei-
ner längeren Behandlung eines subkutanen Tumors, zumindest in Bezug zur Antikörperbil-
dung, nichts im Wege zu stehen. Allerdings dürfte eine systemische Anwendung einen we-
sentlich stärkeren Verlust der Vektoren durch neutralisierende Antikörper hervorrufen, da
sowohl die Konzentration an Antikörpern im Serum höher liegen dürfte als in den Zellzwi-
schenräumen der Subkutis und die Kontaktzeit von Vektoren und Antikörpern im Serum
länger ist. Dieses Problem könnte eventuell durch Pseudotypisierung der Vektoren mit ei-
nem anderen Kapsid (z.B. von H-1) umgangen werden, da offensichtlich keine kreuzreakti-
ven Antikörper gebildet werden [Wrzesinski et al., 2003; Lang, 2003].
3.3 Metastasierung von in vitro-infizierten Melanomen
Wurden K1735 und B78 in vitro mit Vektoren infiziert und anschließend intravenös in die
Schwanzvene injiziert, so zeigte sich in beiden Fällen eine erhöhte Rate der Metastasierung
in die Lunge. PBS-behandelte K1735-Zellen führten in nicht allen Fällen zu Lungenmetasta-
sen [s. auch Fidler et al., 1981]. Die Unterschiede waren signifikant. Ein vergleichbares Er-
gebnis zeigte sich bei B78, wobei hier alle Tiere Metastasen entwickelten [im Gegensatz zu
Lollini et al., 1989] und die Varianzen in den einzelnen Gruppen größer waren. 
Es scheint somit, dass eine Infektion mit einem Vektor (unabhängig, ob mit oder ohne
Transgen) die Metastasierung begünstigt. Verschiedene Faktoren, deren Einfluss auf die
79
DISKUSSION
Metastasierung bekannt sind, waren bereits untersucht worden. Die Matrixmetalloproteina-
sen (MMP) zeigten keine verstärkte Expression in infizierten Zellen. Auch die Expression von
Transforming Growth Factor (TGF-) β zeigte in in vitro infizierten Zellen keinen Unterschied
zu nicht-infizierten Zellen (s. ERGEBNISSE, 2.5). Eine mögliche Erklärung könnte der be-
schriebene Einfluss der Infektion auf die Proteinkinasen C sein, welche offensichtlich auch
eine Bedeutung bei der Bildung von Metastasen von Melanomen haben [La Porta et al.,
1997; Selzer et al., 2002; Lachmann et al., 2003]. 
Diese Beobachtung ist für die Sicherheit einer Anwendung am Menschen von Bedeutung.
Da in keinem Tier, das subkutane Injektionen mit Vektoren zur Therapie erhalten hatte, Me-
tastasen gefunden wurden, scheint zumindest der erste Schritt der Metastasierung (das He-
rauslösen aus dem Zellverband und das Einwandern in die Tumor-versorgenden Blutgefäße)
durch die Vektorinfektion nicht deutlich gefördert worden zu sein. Allerdings ist ein Effekt,
wie er beobachtet wurde, für bereits zirkulierende Tumorzellen zu erwarten. Es müssen
somit weitere Versuche folgen, die das Risiko einer verstärkten Metastasierung eingehender
ermitteln.
4. Ausblick
Die Herstellung der neuen Chimären führte, im Gegensatz zu den konventionellen Kon-
strukten, nicht zu einer Bildung von vermehrungsfähigen Kontaminanten und mit der Opti-
mierung der Aufreinigung durch die Vivaspin Konzentratoren konnte eine verlustarme Kon-
zentrierung ermöglicht werden. Für eine Therapie am Menschen muss der Produktionspro-
zess soweit verbessert werden, dass wesentlich größere Mengen an Vektoren in höherer
Reinheit reproduzierbarer hergestellt werden können. 
 Die Untersuchung der Vektoren in verschiedenen murinen Melanomen in vitro zeigte
große Unterschiede in der Wirkung auf die verschiedenen Zelllinien. Während der Einfluss
der Infektion auf das Zellwachstum relativ gering war, zeigte die Expression der Transgen-
proteine große Unterschiede. Diese Varianz innerhalb einer Tumorart (Melanome) ist ein
therapeutischer Unsicherheitsfaktor. Daher wäre eine genauere Untersuchung der für eine
Expression notwendigen zellulären Faktoren hilfreich, um den Erfolg einer möglichen The-
rapie am Menschen besser einschätzen zu können. Ein erweitertes Verständnis der zellulä-
ren Vorgänge während der Infektion könnte auch die Entwicklung einer passenden adjuvan-
ten Therapie erleichtern. Die freigesetzten Chemokine konnten nicht auf ihre Reinheit und
biologische Aktivität hin untersucht werden, da die Mengen zu gering oder die gebildeten
Chemokinvarianten nicht zu bestimmen waren. Für eine Qualitätskontrolle der Vektorpräpa-
rationen vor dem therapeutischen Einsatz ist es unerlässlich deren Wirksamkeit testen zu
können. 
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Wurden die Melanome K1735 und B78 in vitro mit C5/CCL7 infiziert und subkutan inji-
ziert, so zeigte sich ein signifikant reduziertes Tumorwachstum und verlängertes mittleres
Überleben der Tiere dieser Gruppe. Ein vergleichbarer Effekt konnte mit einer Behandlung
bereits bestehender subkutaner Tumoren bei peritumoralen Applikation von C5/CCL7 erzielt
werden und das trotz einer sich schnell entwickelnden humoralen Immunantwort gegen den
Vektor. Die Anwendung von C5/CCL8 hatte keinen verzögernden Effekt auf das Tumor-
wachstum. Da in keinem in vivo-Versuch Remissionen erreicht werden konnten, ist es
ebenfalls von entscheidener Wichtigkeit mögliche Kombinationstherapien, neben einer Er-
höhung der Dosis an Vektor, zu untersuchen. Sinnvoll wären beispielsweise eine Bestrah-
lung vor der Anwendung der Vektoren. Trotz verschiedener Ansätze konnte keine Erklärung
für die Wirkung von C5/CCL7 in diesen Modellen gefunden werden. Mögliche wichtige Pa-
rameter könnten die Expression von Transforming Growth Factor (TGF) β und die Wirkung
von Interferon (IFN) γ-freisetzenden Lymphozyten sein, die allerdings in den beiden Model-
len unterschiedliche Auswirkungen hatten. 
Die Untersuchung der Wirkung einer Infektion auf die Metastasierung der Melanome
zeigte keinen Vorteil der Therapie mit Vektoren, sondern vielmehr eine erhöhte Rate der
Metastasierung. Da die Behandlung von bereits bestehenden Metastasen aufgrund ihrer
faktischen Unheilbarkeit beim Menschen ein mögliches Therapiegebiet darstellt, müssen
mögliche Risiken einer systemischen Anwendung der Vektoren im Bezug zur Metastasie-
rung der Melanome eingehend geprüft werden. Auch in diesem Zusammenhang ist eine
Untersuchung der Auswirkungen einer Erhöhung der applizierten Vektormenge und einer
Kombinationstherapie, die die Vektorwirkung unterstützt, sinnvoll.
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METHODEN UND MATERIALIEN
1. Chemikalien
Die beschriebenen Ausgangssubstanzen zur Herstellung von Puffern und anderen Lösun-
gen stammten von MERCK, ROTH, SERVA und SIGMA-ALDRICH. Das verwendete Wasser wurde
durch Umkehrosmose mit einer MILLIQ-Anlage (MILLIPORE) gewonnen. Die verwendeten orga-
nischen Lösungsmittel hatten analytische Qualität.
2. Mikrobiologische Methoden
2.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Escherichia coli
Kulturen von E. coli wurden 13 bis 16 h bei 37°C in LB-Medium (geschüttelt bei 200 rpm)
oder auf LB-Agar-Schalen vermehrt. Den Medien wurden entsprechende Antibiotika zur Se-
lektion zugegeben. Zur Plasmidgewinnung wurde nach ca. 14 h Chloramphenicol zuge-
setzt (34 mg/l). Daraufhin wurden die Kulturen für weitere 5 h bei 37°C gehalten. 
Zur Kryokonservierung wurden 1 ml einer am Ende der logarhythmischen Phase stehenden
Kultur mit 0,5 ml 50% Glycerol versetzt und bei -80°C eingefroren.
Bakterien-Stämme E. coli SURE STRATAGENE
E. coli JM109 PROMEGA
LB-Medium 5 g NaCl
5 g Hefeextract
5 g Bacto-Trypton
ad  1000 ml H2O
LB-Agar LB-Medium mit 1,5% Bacto-Agar
Antibiotika Ampicillin 100 mg/l (SIGMA)
Tetracyclin 12,5 mg/l (SIGMA)
Kanamycin 25 mg/l (SIGMA)
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2.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA durch Elektroporation
Elektrokompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut. 40 µl wurden mit 10 ng Plasmid-DNA in
eine Elektroporationsküvette gegeben. Bei 1,8 kV und 25 µFd wurden die Bakterien trans-
formiert  und anschließend mit 1 ml LB-Medium 30 min bei 37°C kultiviert. Nach Zentrifuga-
tion wurden die Bakterien in 50 ml LB-Medium suspendiert und auf LB-Agar Platten mit ent-
sprechenden Antibiotika zur Selektion 16 h bei 37°C gehalten.
3. Arbeiten mit DNA und RNA
3.1  Verwendete Plasmide
Bezeichnung Beschreibung Referenz
pBLMCP2H Vektor mit humaner CCL8 cDNA (MCP-2) Van Damme et al.,
1992
pBKRSV/PCR
MCP3B
Vektor mit humaner CCL7 cDNA (MCP-3) Opdenakker et al.,
1993
pEGFP-1 Vektor mit Sequenz für 'enhanced green fluorescent protein' BD BIOSCIENCE
pCMVVP Expression der MVMp Kapsidproteine VP 1 und 2 unter
CMV Promotor Kontrolle
Kestler et al., 1999
pC4∆800 Chimärer Vektor auf MVMp und hH1 basierend, mit 800 bp
Deletion am Anfang der VP 2 Region 
Wrzesinski et al.,
2003
pC5∆800 Verbesserter chimärer Vektor auf MVMp und hH1
basierend, mit 800 bp Deletion am Anfang der VP 2 Region 
diese Arbeit
pC5/CCL8 Vektor mit einklonierter humaner CCL8 Sequenz (MCP-2) diese Arbeit
pC5/CCL7 Vektor mit einklonierter humaner CCL7 Sequenz (MCP-3) diese Arbeit
pC5/EGFP Vektor mit einklonierter eGFP (enhanced green fluorescent
protein) Sequenz 
diese Arbeit
3.2 Isolierung von Plasmid-DNA
Zur Gewinnung von Plasmid-DNA im kleinen, großen oder sehr großen Maßstab wurden
Bakterien aus 10 ml, 250 ml oder 1,6 l Kultur mit den QIAGEN PLASMID MINI, MAXI oder QIAFILTER
PLASMID MEGA KITS nach Angaben des Herstellers extrahiert. Die gewonnene DNA wurde in
50 µl, 300 µl oder 1,4 ml TE-Puffer gelöst und anschließend die Reinheit und Konzentration
photometrisch bestimmt.
TE-Puffer 10 mM Tris HCl, pH 8,0
1 mM Na2EDTA
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3.3 Bestimmung der Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA bzw. RNA
Zur photometrischen Bestimmung der DNA-Konzentration wird die Absorption einer Lösung
in H2O bei 260 nm gemessen. Über den bekannten Extinktionskoeffizienten ε = 50 ml / µg x
cm einer reinen DNA-Lösung (RNA 40 ml / µg x cm) kann die Konzentration berechnet wer-
den. Der Quotient der Absorptionen bei 260 zu 280 nm spiegelt die Reinheit wieder. Für
DNA sollte der Quotient über 1,8; für RNA bei 2,0 liegen.
3.4 Behandlung mit Restriktionsendonukleasen
Zur qualitativen, aber auch quantitativen Beurteilung der Plasmid-Präparationen wurden
0,5 µg DNA mit 5 Enzymeinheiten der Restriktionsendonukleasen (ROCHE DIAGNOSTICS, NEW
ENGLAND BIOLABS) unter entsprechenden Pufferbedingungen mindestens 1 h lang bei  ent-
sprechender Temperatur inkubiert. Die entstandenen Fragmente wurden anschließend mit
Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese sichtbar gemacht.
3.5 Agarose-Gelelektrophorese
Sowohl zu analytischen als auch zu präparativen Zwecken wurde die DNA je nach Größe
der  Fragmente in 1-2% (m/V) Agarosegelen bei einer Stromstärke I = 5-10 mA  getrennt.
Durch Färbung des Gels mit Ethidiumbromid konnte die DNA unter UV-Licht einer Wellen-
länge von 254 nm sichtbar gemacht und mit einer Kamera (PHARMACIA BIOTECH) fotografiert
werden. Um die Längen der entstandenen Fragmente abschätzen zu können, wurden DNA-
Größen-Standards parallel zu den Proben getrennt.
3.6 Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Nach Auftrennung in einem präparativen Agarosegel und Ausschneiden des gewünschten
DNA Fragmentes wurde die DNA mittels QIAQUICK GEL EXTRACTION KIT nach Angaben des Her-
stellers isoliert.
3.7 Ligation
Für die DNA-Ligation wurden in der Regel 100 ng Vektor-DNA mit der 5-fachen molaren
Menge an Insert-DNA und eine Einheit T4-Ligase (ROCHE DIAGNOSTICS) mit dem entsprechen-
den Puffer bei 12°C mindestens 12 h inkubiert. Zum Auffüllen von überhängenden DNA-
Enden wurden die geschnittenen DNA-Fragmente mit 0,1 U/µl  Klenow-Fragment mit dem
entsprechenden Puffer 0,5 h bei 37°C inkubiert.
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3.8 Radioaktive Markierung von DNA Fragmenten
Zur Herstellung von radioaktiv markierten DNA Sonden wurden 50 ng des entsprechenden
DNA-Fragmentes mit Hilfe des MEGAPRIME DNA LABELLING SYSTEM (AMERSHAM), das Zufallsprimer
und Klenow-Fragment enthält, und 50 µCi [α 32P]-dCTP mindestens 20 min bei 37°C inku-
biert. Nach anschließender Zugabe von 150 µl TE-Puffer wurden nicht-eingebaute Nukleo-
tide durch Passieren des Ansatzes über eine Sephadexsäule G-50 (PHARMACIA) abgetrennt.
Die Einbaurate wurde über einen CERENKOV COUNTER (BIOSCAN) bestimmt und die radioaktiv
markierte DNA nach 5 min Denaturierung bei 95°C als Sonde in einer Hybridisierungsreak-
tion eingesetzt.
Verwendete Sonde: NS Fragment (938 bp) nach Inkubation von C5∆800 mit PstI
3.9 Gewinnung von RNA aus Zellen oder Organen
Zur Gewinnung von RNA wurden zwischen 2x105 bis 1x106 Zellen einer Zellkulturschale mit
1 ml TRIZOL (INVITROGE) behandelt und in ein entsprechendes Gefäß überführt. Organe oder
Tumoren tierischen Ursprungs wurden passend geschnitten und in LYSING MATRIX D Gefäße
(Q-BIOGEN) überführt. Dazu wurde ebenfalls 1 ml TRIZOL gegeben. Anschließend wurden die
Gewebe in einem FASTPREP Gerät (Q-BIOGEN)  2 mal 20 sec aufgeschlossen. 
Zu den Zellrückständen bzw. Geweberückständen wurde je 200 µl Chloroform (SIGMA) hin-
zugegeben und kurz kräftig geschüttelt. Nach Zentrifugation von10 min bei 13 krpm wurden
ca. 600 µl des klaren, farblosen Überstandes in ein neues Gefäß pipettiert und die vorhan-
dene RNA mit dem gleichen Volumen 2-Propanol gefällt. Nach erneuter Zentrifugation und
einem Waschschritt mit 70% Ethanol wurde der RNA-Rückstand in 200 µl DEPC-haltigem
H2O gelöst und bei -80°C eingefroren. Zur quantitativen und qualitativen Beurteilung wurden
die Proben photometrisch vermessen (s. 3.3) und elektrophoretisch (s. 3.5) auf Degradati-
onsprodukte untersucht. 
3.10 Reverse Transkription von mRNA in cDNA
Vor der eigentlichen reversen Transkription wurden die RNA-Proben mit DNase I behandelt,
um eventuell verbliebene zelluläre oder virale DNA abzubauen. Ein Volumen, das 1 µg RNA
entsprach wurde mit 1 U DNase I (INVITROGEN) und entsprechendem Puffer 10 min bei 25°C
inkubiert. Nach Zugabe von 2,5 mmol EDTA zur Inaktivierung der DNase I wurde die Probe
5 min auf 70°C erhitzt. Für die reverse Transkription wurde dann 200 U M-MLV reverse
Transkriptase, 0,5 µg Oligo-dT Primer, 20 U RNasin (alle PROMEGA), 0,25 mmol dNTP-Mix
(INVITROGEN) und die entsprechende Menge an Puffer hinzugefügt. Nach 1 h bei 37°C und 5
min bei 95°C wurde die cDNA Lösung auf 200 µl mit H2O aufgefüllt und bei -22°C eingefro-
ren.
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3.11 Polymerase Kettenreaktion 
Zur Amplifikation spezifischer DNA Abschnitte mithilfe der Polymerase Kettenreaktion wur-
den 5 µl einer DNA Probe mit 0,5 U DNA Polymerase von Thermophilus aquaticus, 75 pmol
MgCl2, 5 pmol dNTP Mix, 2,5 pmol des spezifischen Primer-Paares und die entsprechende
Menge des Puffers (alles INVITROGEN) hinzugefügt und auf 25 µl mit H2O aufgefüllt. Die Ampli-
fikation erfolgte in einem EPPENDORF THERMOCYCLER mit folgendem Programmablauf: 4 min bei
94°C, 33-37 Zyklen mit 30 sec bei 94°C, 30 sec Hybridisierungstemperatur des Primer-Paa-
res, 1 min bei 72°C und abschließend 7 min bei 72°C. Die Hybridisierungstemperatur wurde
nach der vom Hersteller der Primer (MWG-BIOTECH) angegebenen theoretischen Schmelz-
temperatur ausgehend in Versuchsreihen optimiert (s.u.). Die folgende Tabelle enthält die in
dieser Arbeit verwendeten Primer-Paare mit Sequenz von 5'- nach 3'-Ende (vor und rück),
Amplifikationsprodukt-Länge (L) und angewendeter Hybridisierungstemperatur (T).
Primer T °C L bp Sequenz Referenz
β−Actin 58 489 ATGTTTGAGACCTTCAACACCACGTCACACTTCATGATGG Wetzel et al, 2001
NS MVM 58 764 CTGAATGGAAAAGATATCGGATGGAATAGCAGCTCTTTAAGTGTAGTTTTAATAGAAACTTC Lang, 2003
CCL8 58 356 CTGAAGCTCACACCCTTGGCTCTGACTCTCAGTCC diese Arbeit
CCL7 58 338 GGAAGCCCATGCCCTCACCCCAGTCATGAATGTTCAAAGC Wetzel et al, 2001
IFNγ 60 237 AACGCTACACACTGCATCTTGGGACTTCAAAGAGTCTGAGG
Gazzinelli et al,
1993
Perforin 60 486 GGTGGAGTGGAGGTTTTTGTACCCAGAATGCAAGCAGAAGCACAAG
Tannenbaum et
al, 1996
Granzym B 60 253 ACTCAAACACGCTACAAGAATCCAGGATAAGAAACTCG
Tannenbaum et
al, 1996
CD8 52 513 ATGCAGCCATGGCTCTGGCTGGGACTTCAAAGAGTAACAGG
Gazzinelli et al,
1993
CTLA-4 52 438 ATTCACCATCACACAACACTGGGGCATTTTCACATAGACC Giese et al, 2002
CD95L 52 924 CAAGGCTGTGAGAAGGAAACCCCCATGATAAAGAATAGTAGA Lopes et al, 1999
CD14 60 525 GCCCTGCGAGCTAGACGAGGTCTAAGGTGGAGAGGGCAGG Giese et al, 2002
iNOS 60 828 CATGGCTTGCCCCTGGAAGTTTCTCTTCAAAGGCAGCATCACCTCTGATGGTGCCATCG
Gazzinelli et al,
1993
COX 2 52 309 TTATGGTGAAACTCTGGACAAGTATGAGTCTGCTGGTTTG Giese et al, 2002
IL-10 52 186 CGGGAAGACAATAACTGCATTTCCGATAAGGCTTG
Gazzinelli et al,
1993
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Primer T °C L bp Sequenz Referenz
TGFβ 52 562 CTCGCCAGTCCCCCAAGCAGGTCGCCCCGACGTT
Williams et al,
1996
TRAIL 52 513 TCACCAACGAGATGAAGCTCACCTTGTCCTTTGAGACC
Musgrave et al,
1999
MMP-2 63 225 AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGTTGGCTGGTCAGTGGCTTGGGGTA
Maquoi et al,
2002
MMP-3 63 246 GATCTCTTCATTTTGGCCATCTCTTCCTCCAGTATTTGTCCTCTACAAAGAA
Maquoi et al,
2002
Alle PCR Produkte wurden mit Hilfe der Gelelektrophorese dargestellt (s. 3.5). 
4. Zellbiologische Methoden
4.1 Kultivierung und Kryokonservierung von Säugetierzellen
Die etablierten Zelllinien und die aus murinen Milzen bzw. Lymphknoten gewonnenen Zellen
wurden bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit  in Zellkulturschalen (GREINER) verschie-
dener Größe kultiviert. In der Regel wurden sie zwei- bis dreimal die Woche in Verhältnissen
von 1:2 bis 1:40 gesplittet. Dazu wurden die Kulturen mit PBS gewaschen, mit 0,25% Tryp-
sin in 1mM EDTA (INVITROGEN) und unter leichtem Klopfen gelöst, um anschließend in der
entsprechenden Verdünnung in frischem, angewärmten Medium ausgesät zu werden.
PBS 100 mM NaCl
pH 7,3 2,68 mM KCl
1,47 mM KH2PO4
8,1 mM Na2HPO4 
Die Medien für Zelllinien DMEM, MEM, Ham's F10, RPMI (SIGMA) wurden mit 2 mM Glutamin
und 100 µg/ml Penicillin/Streptomycin (beides INVITROGEN) und der in der folgenden Tabelle
angegebenen Menge an fetalem Kälberserum FKS (CALBIOCHEM) ergänzt. Das Medium für die
Milzzellkultur DMEM wurde ergänzt mit 10% fetalem Kälberserum, 2 mM Glutamin, 50 µg/ml
Gentamycin und 50 µM 2-Mercaptoethanol (alle INVITROGEN).
Zelllinie Abstammung Medium + FKS Referenz
A9 murines Bindegewebe, v. L929, C3H/An MEM 5% Tattersall & Bratton,1983
293T humanes Nierenepithel, transformiert DMEM 10% Pear et al, 1993
K1735 murines Melanom, C3H/HeN DMEM 10% Kripke et al, 1979
B78 H1 murines Melanom, C57BL/6 DMEM 10% Graf et al, 1984
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Zelllinie Abstammung Medium + FKS Referenz
B16 F1 murines Melanom, C57BL/6 DMEM 10% Fidler, 1975
B16 F10 murines Melanom, C57BL/6 DMEM 10% Fidler, 1975
S91 M-3 murines Melanom, DBA/2 Ham’s F10 Yamamura et al, 1966
P815 murines Mastocytom, DBA/2 RPMI 10% Ralph et al, 1976
Zur Kryokonservierung wurden zwischen 2x106 bis 5x106 Zellen einer Schale gelöst, in 1 ml
DMEM 10% mit 10% Dimethylsulfoxid verdünnt und nach Überführung in Kryoröhrchen in
einem mit 2-Propanol gefüllten Behälter über einen Zeitraum von 24 h auf -80°C gebracht
und gelagert.
Zum Auftauen wurde ein Röhrchen schnell auf 37°C erwärmt, in 10 ml Medium überführt,
zentrifugiert (1000 rpm, 5 min) und anschließend aus gesät.
4.2 Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die abgelösten Zellen in Medium mit einer 0,2% Try-
pan-Blau Lösung (SIGMA) 1:1 gemischt und anschließend in einer Neubauer-Zählkammer
(ROTH) gezählt. Dazu wurden die Zellen in den vier äußeren Großquadraten gezählt. Die
Konzentration in der ursprünglichen Suspension entsprach der Anzahl in den vier Quadraten
multipliziert mit 0,5x104  pro ml.  Nicht-vitale Zellen zeichnen sich durch eine Aufnahme von
Trypan-Blau aus und wurden nicht mitgezählt.
4.3 Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizität bzw. des Zellwachstums
Kolonie-Bildungstest
Beim Kolonie-Bildungstest wird die Fähigkeit einzelner Zellen bestimmt, einer  Behandlung
(z.B. Infektion mit einem Virus) zu widerstehen und sich weiter zu teilen. 
Die Zellen wurden nach der Infektion mit verschiedenen Viren gezählt und in geringer Kon-
zentration (meist 200 Zellen pro 3,5 cm Schalendurchmesser) ausgesät. Nach 5 bis 10 Ta-
gen wurden die Kolonien mit einer Lösung aus Ethanol und Essigsäure (3:1) fixiert, mit 70%
Ethanol und H2O gespült und anschließend mit einer Kristallviolett Lösung gefärbt. Die An-
zahl der Kolonien wurde bestimmt und zur Anzahl der Kolonien einer unbehandelten Probe
ins Verhältnis gesetzt.
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ALAMARBLUE-Test
Der Farbstoff des ALAMARBLUE-Tests (BIOSOURCE) wird durch vitale Zellen reduziert (NADPH2
u.a.) und verändert dadurch seine Farbe. Diese Farbänderung kann photometrisch bestimmt
werden.
In einer 96 Loch Platte wurden Zellen ausgesät, infiziert und nach entsprechender Zeit mit
10 µl AlamarBlue behandelt. Nach 1 bis 4 h wurden die Absorptionen bei 540 nm und
620 nm bestimmt. Die Differenz der Absorptionen wurde für die behandelten Zellen ins Ver-
hältnis zu den unbehandelten Zellen gesetzt und als Prozent ausgedrückt. 
4.4 Infektion von Zellen in Kultur
Zur Infektion wurden die Zellen mindestens 4 h vor der eigentlichen Infektion in geringer
Dichte ausgesät. Wenn die Zellen vollständig angewachsen waren, wurde die Vektorsus-
pension in DMEM ohne FKS verdünnt um die gewünschte MOI (multiplicity of infection) zu
erhalten und der Überstand in der Schale entfernt. Als Volumen zur Infektion dienten 1 ml
für 10 cm Schalen, 0,4 ml für 6 cm Schalen,  0,2 ml für 3,5 cm Schalen und 20 µl in 96 Loch
Platten. Um eine gleichmäßige Verteilung der Infektion zu erhalten, wurden die Schalen alle
10 min geschwenkt. Nach 1 h wurde auf das für die Schale normale Volumen mit dem der
Zelllinie entsprechendem kompletten Medium aufgefüllt. 
Die MOI beschreibt das Verhältnis von infektiösen Einheiten zur Zellzahl bei einer Infektion
in vitro. Die infektiösen Einheiten sind abhängig von der, zu ihrer Ermittlung angewendeten
Methode und deren Parametern. In dieser Arbeit sind mit infektiösen Einheiten die Replika-
tionseinheiten (RU) gemeint, deren Ermittlung auf der Bestimmung von Vektor-DNA-Ampli-
fikation in A9-Zellen durch Filterhybridisation basiert (s. 5.6). Die  Replikationseinheiten kor-
relieren nicht notwendigerweise mit der Menge an Vektorpartikeln oder Vektor-DNA. Aus
diesem Grund sind Angaben zur MOI nur sinnvoll, wenn dabei das Bezugssystem klar be-
schrieben ist [Shabran & Aguilar-Cordova, 2000].
4.5 Immunfluoreszenz und DAPI-Färbung infizierter Zellen
Zur Untersuchung viraler Proteinexpression und deren Einfluss auf die Zellmorphologie
wurden die verschiedenen Zellen auf runden unbeschichteten Deckgläschen ausgesät und
infiziert. In regelmäßigen Abständen wurde je ein Deckgläschen pro Ansatz mit einigen
Tropfen 5% Formalinlösung, einigen Tropfen eiskaltem Methanol und anschließend einigen
Tropfen eiskaltem Aceton für jeweils wenige Minuten behandelt. Nach kurzem spülen mit
PBS wurden einige Tropfen 0,2% Triton X in PBS 10 min inkubiert. Daraufhin wurden un-
spezifische Bindungsstellen mit 20 µl Ziegenserum 1:100 in PBS abgefangen. Nach intensi-
vem Spülen mit PBS wurde der NS1 spezifische Antikörper Sp8 (Faisst et al., 1995) in 1:500
Verdünnung in PBS aufgetragen und 1h inkubiert. Nach erneutem intensiven Waschen mit
PBS wurde ein mit FITC gekoppelter Ziegen-anti-Kaninchen-IgG Antikörper (1:200 in PBS,
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Fluorescinisothiocyanat, DIANOVA)  2 h inkubiert. Schließlich wurde das Deckgläschen kurz in
eine DAPI-Lösung (4,6-Diamino-2-phenylindol, SIGMA) gehalten, in H2O und noch in Ethanol
gewaschen. Nach kurzem Trocknen wurde das Deckgläschen mit der zellentragenden Seite
mit Hilfe von VECTASHILD-Lösung (VECTOR LABORATORIES) auf einem Objektträger fixiert und bei
-22°C eingefroren.
Die Analyse erfolgte mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (ZEISS) mit Filtern für die Wellenlän-
gen 461 nm (DAPI) und 520 nm (FITC).
5. Virologische Methoden
5.1 Herstellung von Wildtyp MVMp
Zur Herstellung von Wildtyp MVMp Viren wurden subkonfluente A9 Zellen mit einer MOI von
0,001 infiziert und nach 4 h in neue Schalen 1:10 gesplittet. Nach 3 bis 5 Tagen wurden die
Zellen mit einem Zellschaber gelöst, in ein Zentrifugenröhrchen überführt, zentrifugiert und
das Zellpellet in VTE-Puffer suspendiert. Nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen wurde
der Überstand gegen frischen VTE-Puffer ausgetauscht, wieder dreimal eingefroren und
aufgetaut und anschließend die Rohextrakte gemischt. Die Viruspräparationen wurden bei
4°C gelagert.
Virus-TE-Puffer (VTE) 50 mM Tris HCl, pH 8,7
0,5 mM Na2EDTA
5.2 Produktion von rekombinanten parvoviralen Vektoren
Die Herstellung parvoviraler Vektoren erfolgte durch Kotransfektion in 293T Zellen mit Hilfe
der Kalziumphosphat Methode. 
Dabei wurden 5x106  293T Zellen in Schalen (15 cm) ausgesät. Nach mindestens 24 h wur-
den 15 µg Vektor-Plasmid-DNA und 30 µg pCMVVP (s. 3.1) mit 95 µl einer 2,5 M CaCl2 Lö-
sung und 855 µl H2O gemischt. Diese Mischung wurde langsam in 950 µl 2x HBSS getropft.
Nach 10 bis 20 min wurde die entstandene Suspension langsam zu den Zellen gegeben. 3
Tage später wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet, mitsamt dem Medium in ein
Zentrifugenröhrchen überführt,  zentrifugiert und der Zellrückstand in VTE-Puffer suspen-
diert. Nach dreimaligem Einfrieren und Auftauen wurde der Überstand gegen frischen VTE-
Puffer ausgetauscht, wieder dreimal eingefroren und aufgetaut und anschließend die Roh-
extrakte vereinigt. Für eine reguläre Produktion wurden 20 Schalen (15 cm) verwendet und
anschließend die 20 ml Rohextrakt vor der Reinigung bei 4°C aufbewart. 
2x HBSS 1,5 mM Na2HPO4
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pH 7,05 10 mM KCl
280 mM NaCl
12 mM Glucose
50 mM HEPES
500 ml H2O  
5.3 Iodixanol-Gradient zur Vektorreinigung
OPTIPREP (NYKOMED) ist eine 60% Lösung von Iodixanol in H2O. Iodixanol ist ein iodhaltiges
Kontrastmittel mit einem hohen molekularen Gewicht und daher einer geringen Osmolarität
in Lösungen hoher Dichte. 
Zur Vektorreinigung wurden 20 ml des Rohextraktes von 5.1 oder 5.2 in ein verschließbares
Zentrifugenröhrchen (BECKMANN) überführt. Daraufhin wurde mit Iodixanol-Lösungen stei-
gender Konzentrationen unterschichtet. 7 ml Iodixanol 15%, 5 ml Iodixanol 25%, 4 ml Iodi-
xanol 40% und 4 ml Iodixanol 60%. Nach einer Ultrazentrifugation mit 50.000 rpm bei 10°C
über 2,5 h wurde die klare 40% Iodixanol Phase (3,3 bis 4,2 ml) mit einer Kanüle gewonnen.
40% Iodixanol 30 ml 60% Iodixanol + 15 ml PBS-MK
25% Iodixanol 20 ml 60% Iodixanol + 28 ml PBS-MK + 150 µl Phenolrot 0,5%
15% Iodixanol 12 ml 60% Iodixanol + 36 ml PBS-MK + 1,65 g NaCl 
60% Iodixanol 30 ml 60% Iodixanol + 100 µl Phenolrot 0,5% 
5.4 Sterilfiltration der Vektorsuspension
Um die Sterilität der Vektorsuspension für Tierversuche zu sichern, wurde die iodixanolhal-
tige Vektorsuspension einem Filtrationsschritt mit einer STERIFLIP Filtereinheit (MILLIPORE) un-
terworfen. Durch das Anlegen eines Unterdrucks wurde die Suspension durch die PVDF-
Membran, mit einer Porengröße von 0,22 µm, gesaugt. 
Die Vektorsuspension (Iodixanol) wurde mit Dulbeccos-PBS ohne Ca2+/Mg2+ (INVITROGEN) in
einem 50 ml Zentrifugenröhrchen mindestens 1:5 verdünnt. Die STERIFLIP Filtereinheit wurde
auf das  Zentrifugenröhrchen geschraubt, umgedreht und anschließend mit einer Vakuum-
pumpe die Filtration durchgeführt. Anschließend wurde noch einmal 1 ml Dulbeccos-PBS auf
die Membran gegeben und erneut kurz abgesaugt. Die entstandene klare Lösung wurde di-
rekt der Vektorkonzentrierung (s. unten) zugeführt. 
5.5 Vektorkonzentrierung mit VIVASPIN 20 Konzentratoren
Bei einer niedrigen Vektorkonzentration nach der Iodixanol-Gradienten-Reinigung und für
Tierversuche wurde die Vektorsuspension einem weiteren Reinigungs- und Konzentrie-
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rungsschritt unterworfen. Auf diese Weise konnte die Iodixanol-Konzentration stark verrin-
gert und die Vektorkonzentration erhöht werden. Die VIVASPIN Konzentratoren (VIVASCIENCE,
SARTORIUS; s. ) sind Filtereinheiten mit einer vertikal angebrachten Polyethersulfon-Mem-
bran (30 kDa cut-off) und einem Fassungsvermögen von 20 ml. Der notwendige Filtrations-
druck wird durch eine Zentrifugation in einer gewöhnlichen Zellkulturzentrifuge erreicht. Um
die Sterilität des Innenraums des Konzentrators zu gewährleisten, wurde, anstatt des mitge-
lieferten Deckels, die passenden Filterdeckel für Zellkulturröhrchen der Firma TPP verwen-
det. Da die Konzentratoren nicht steril geliefert werden, wurden sie vor dem Gebrauch mit
70% 2-Propanol mindestens eine Stunde behandelt. Daraufhin wurde zweimal mit je 15 ml
Dulbeccos-PBS ohne Ca2+/Mg2+ (INVITROGEN) bei 4000 rpm 5 min zentrifugiert.
Die sterilfiltrierte Suspension von 5.4 wurde in den Konzentrator gegeben (nicht mehr als 19
ml) und bei 4000 rpm und 25°C so lange wie nötig zentrifugiert. Erreichte der Filterrückstand
ein Volumen von unter 1,5 ml wurde zweimal mit Dulbeccos-PBS ohne Ca2+/Mg2+ auf 19 ml
aufgefüllt und erneut zentrifugiert. Die Filtrate wurden gesammelt. Das im Konzentrator ver-
bliebene Volumen des Filterrückstandes wurde mit einer Eppendorfpipette in 100 µl Schrit-
ten entnommen und so das Volumen abgeschätzt. Die Vektorsuspension in Dulbeccos-PBS
wurde bei 4°C gelagert.
5.6 Bestimmung der Replikationseinheiten
Die Methode zur Quantifizierung der Replikationseinheiten eines Vektoransatzes wird auch
Titration genannt. Dabei wurden 2,5x105 A9 Zellen in 6 cm Schalen mit seriellen Verdün-
nungen des Vektors infiziert (s. 4.4). Nach 44 bis 48 h wurde der Überstand entfernt, runde
Nitrocellulosefilter (3 cm Durchmesser, SCHLEICHER & SCHÜLL) aufgelegt und die Filter mit 100
ml PBS beträufelt. Danach wurden die Filter umgekehrt für 10 min auf ein mit Denaturie-
rungspuffer getränktes Filterpapier gelegt, 10 min auf ein mit Neutralisierungspuffer ge-
tränktes Filterpapier gelegt, anschließend die Filter kurz getrocknet und bei 80°C gebacken.
Nach 2 h wurden die Filter in ein mit Hybridisierungspuffer gefülltes Gefäß bei 65°C über-
führt und denaturierte Heringssperma-DNA (ROCHE DIAGNOSTICS) hinzugegeben. Nach Zugabe
der denaturierten radioaktiv markierten DNA-Sonde (s. 3.8) wurde der Ansatz mindestens 14
h bei 65°C vorsichtig geschwenkt. Nach dem Abgießen der ungebundenen DNA in Lösung
wurde jeweils für mindestens 30 min  bei 65°C mit Waschpuffer 1 und 2 gewaschen. An-
schließend wurden die Filter auf ein Filterpapier gelegt, mit Frischhaltefolie fixiert und in ei-
ner Kassette auf einen Röntgenfilm (KODAK) gelegt. Nach 1 bis 3 Tagen wurde der Film ent-
wickelt und die Replikationseinheiten als Schwärzungen des Films gezählt. Die Konzentra-
tion (Vektortiter) wurde berechnet nach der Formel:
c (RU/ml) = Anzahl Punkte x Verdünnung x Fläche Schale / Fläche Filter x 0,4 
Denaturierungspuffer 1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
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Neutralisierungspuffer 1,5 M NaCl
0,5 M Tris-HCl (pH 7,2)
1 mM Na2EDTA
Hybridisierungspuffer 150 ml 20x SSC Puffer
100 ml 10% SDS Lösung
10 ml 0,5 M Na2EDTA
100 ml 100x Denhardts Lösung
ad 1000 ml H2O
Waschlösung 1 150 ml 20x SSC-Puffer
100 ml 10% SDS-Lösung
ad 1000 ml H2O
Waschlösung 2 15 ml 20x SSC-Puffer
100 ml 10% SDS-Lösung
ad 1000 ml H2O
5.7 Bestimmung der Plaque-bildenden Einheiten
Der Nachweis replikationsfähiger Viren in einem Vektoransatz erfolgte mit Hilfe des Tests
auf Plaque-bildende Einheiten. Dafür wurden 2,5x105 A9 Zellen mit niedrigen seriellen Ver-
dünnungen der Vektoransätze infiziert (s. 4.4), nach 1 h wurde eine Mischung aus 2x MEM
(SIGMA) und 2% Agar (im Verhältnis 4:3) vorsichtig über die Zellen gegeben. Daraufhin wur-
den die Zellen bei üblichen Bedingungen kultiviert. Am Tag 5 wurde 3 ml einer Neutralrot-
Färbelösung (MERCK) auf den Agar gegeben. Nach vollständiger Diffusion des Farbstoffes
wurde der Agar vorsichtig abgehoben und die entstandenen farblosen Punkte gezählt. Diese
entsprachen der Anzahl der Plaque-bildenden Einheiten in der jeweiligen Verdünnung. 
5.8 Bestimmung der Vektorfunktionalität
Zur Überprüfung der Funktionalität der Vektoren (Fähigkeit, die Expression des Transgens
in den Zielzellen hervorzurufen) wurden die im Tierversuch eingesetzten Zelllinien vor dem
eigentlichen Tierversuch mit den zu verwendeten rekombinanten Parvoviren mit einer MOI
von 10 infiziert (s. 4.4). Als Positivkontrolle wurden im Allgemeinen A9 Zellen mit derselben
Vektorverdünnung infiziert. Im Falle eines Chemokins als Transgen wurde nach 3 Tage der
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Zellkulturüberstand gesammelt und zur Konzentrationsbestimmung per Sandwich-ELISA zu
Prof. Van Damme, REGA Institute, Leuven, Belgien gesandt. 
5.9 Bestimmung der Infizierbarkeit von Zellen durch EGFP Expression
Zur Quantifizierung der Infizierbarkeit wurden die zu untersuchenden Zellen mit einem, das
Transgen enhanced green fluorescent protein tragenden, Virus (C5/EGFP) infiziert (s. 4.4).
In regelmäßigen Abständen wurden Ausschnitte der Zellen mit einem Mikroskop im Hellfeld
und der gleiche Ausschnitt unter Fluoreszenzlicht (254 nm) fotografiert. Alle Zellen der je-
weiligen Ausschnitte wurden gezählt. Anschließend wurde durch Ablösen der Zellen die
Gesamtzahl der Zellen in der Schale bestimmt (s. 4.2). 
Die Infizierbarkeit der Zellen in % ergibt sich aus der Formel:
                             Zellzahl Fluoreszenz x Gesamtzahl Schale 
         Zellzahl Hellfeld x Zellzahl bei Infektion
6. Immunologische Methoden
6.1 Gewinnung von Zellen aus Milz und Lymphknoten
Für die Gewinnung von Milzzellen und Zellen aus den Lymphknoten wurden die behandelten
Mäuse durch zervikale Dislokation getötet. Die Milzen und Lymphknoten wurden den Tieren
daraufhin steril entnommen und in PBS zur weiteren Verarbeitung kurz aufbewart. Die Or-
gane wurden auf ein Drahtnetz in einer Zellkulturschale überführt, mit einem Spritzenstem-
pel zerdrückt und das Drahtnetz mit PBS nachgespühlt. Die Zellsuspension wurde in ein
Zentrifugenröhrchen überführt, zentrifugiert und der Zellrückstand mit ACK-Puffer bei 37°C
für 5 min behandelt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 10 ml (s. 4.1) sus-
pendiert und gezählt (s. 4.2). Zur weiteren Kultur wurden die Zellsuspensionen in kleine
Zellkulturfläschchen (GREINER) überführt.
ACK-Puffer 0,15 M NH4Cl
pH 7,3 10 mM KHCO3
0,1 mM Na2EDTA
6.2 Ko-Kultur von Milzzellen mit Tumorzellen zur Restimulierung
Mit Hilfe einer in vitro Ko-Kultur von Milz- bzw. Lymphknotenzellen mit Tumorzellen wurde
eine Erhöhung der Frequenz der IFNγ-freisetzenden Zellen erreicht. Dazu wurden je 2x106
Milz- bzw. Lymphknotenzellen einer Probe in 1 ml  Milzzellmedium in drei  Vertiefungen einer
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12 Loch Platte gegeben. Anschließend wurden pro Loch 1x105 infizierte oder nicht-infizierte
bestrahlte Tumorzellen (Dosis 100 gray) in 100 µl Medium zugegeben. Zur negativen Kon-
trolle wurde in die dritte Vertiefung nur 100 µl Medium gegeben. Diese Ansätze wurden 5
Tage bei üblichen Kulturbedingungen gehalten. Die  Milz- bzw. Lymphknotenzellen wurden
dann durch gründliches Pipettieren in  Zentrifugenröhrchen überführt, zentrifugiert und in
einem für den anschließenden ELISpot Versuch ausreichenden Volumen verdünnt. 
6.3 ELISpot Test auf Interferon-J-freisetzende Zellen
Mit dem ELISpot Test ist es möglich die Anzahl von Zytokin-produzierenden Zellen zu be-
stimmen. In diesem Fall wurde Interferon-γ (IFNγ) als genereller Marker für die Aktivierung
von immunologischen Effektorzellen als zu bestimmendes Zytokin gewählt. 
ELISpot 96 Loch-Platten (MULTISCREEN MAHA S4510, MILLIPORE) wurden pro Loch mit 100 µl
PBS mit 0,1 µg Ratte-anti-Maus-IFNγ Antikörper (BECTON-DICKINSON) inkubiert. Nach mindes-
tens 2 h bei Raumtemperatur wurde der Überstand verworfen und mit 200 µl Milzzellmedium
(s. 4.1) pro Loch bei 37°C kurz inkubiert. Anschließend wurden pro Ansatz 1x106 der Milz-
bzw. Lymphknotenzellen in 100 µl pro Loch in Duplikaten ausgesät. Die Ausgangsmenge
wurde in zwei 1:3 Verdünnungen weiter verdünnt und bei 37°C inkubiert. Nach 20 bis 24 h
wurde der Überstand verworfen, die Platten mindestens fünfmal mit 0,5% TWEEN in PBS
und einmal mit PBS gespült. Anschließend wurde pro Loch 0,1 µg  Ratte-anti-Maus-IFNγ-
Biotin Antikörper (BECTON-DICKINSON) in 100 µl PBS hinzugefügt. Nach einer Inkubation von
mindestens 2 h bei 37°C wurden die Platten mehrmals mit PBS gespült und daraufhin 0,1 µl
einer Streptavidin-Alkalische Phosphatase Lösung (BECTON-DICKINSON) in 100 µl PBS pro Loch
hinzugegeben und mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Dieser Überstand wurde ebenfalls
verworfen, die Platten mehrmals mit PBS gewaschen und 50 µl der Entwickler Substanz 5-
Bromo-4-chloro-3-indylphophat/Nitro Blau (SIGMA) hinzugegeben. Nach 2 bis 5 Minuten
wurde die Lösung unter fließendem Wasser entfernt, die Platten getrocknet und die ent-
standenen Punkte mit einem AID ELISPOT READER (AUTOIMMUN DIAGNOSTIKA) gezählt und mit der
mitgelieferten Software ausgewertet.
Die erhaltenen Werte für die mit infizierten oder nicht-infizierten Zellen ko-kultivierten Milz-
bzw. Lymphknotenzellen wurden ins Verhältnis zu den nicht ko-kultivierten Milz- bzw.
Lymphknotenzellen gesetzt.
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6.4 Gewinnung von Serum aus Vollblut von Versuchstieren
Um Serum von lebenden Versuchstieren zu erhalten, wurde den Mäusen mit einer sterilen
Pasteurpipette Blut retrobulbär unter Isofluran-Narkose entnommen. Bei Versuchsende
wurde nach der Euthanasie der Tiere das Herz punktiert. Die so gewonnenen Blutproben
wurden 1 h bei Raumtemperatur und 24 h bei 4°C gelagert. Anschließend wurden sie bei
5000 rpm 5 min zentrifugiert und der klare Überstand in ein neues Gefäß überführt. Bei kür-
zerer Lagerung wurden die Seren bei 4°C, bei längerer Lagerung bei -22°C aufbewart. 
6.5 Bestimmung der Serum Antikörper gegen Viruskapside
Zur Quantifizierung der Serumantikörper gegen virale Kapside wurden MAXISORP-Platten
(NUNC) mit einer Antigenlösung (leere virale Kapside) in 50 µl Coating-Puffer pro Loch über
mindestens 12 h bei 4°C  vorbehandelt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS + 0,05%
TWEEN wurde 100 µl Blocklösung in jedes Loch gegeben und für mindestens 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde dreimal gewaschen. In der Zwischenzeit
wurden die Serumproben in Blocklösung entsprechend den zu erwartenden Konzentrationen
seriell verdünnt. Dabei wurde im Allgemeinen mit einer Verdünnung von 1:100 begonnen
und 1:2 bis 1:5 Schritte für die seriellen Verdünnungen benutzt. 50 µl dieser Verdünnungen
wurden daraufhin auf die mit Kapsiden beladene Platte übertragen. Nach 1 bis 2 h Inkuba-
tion bei 37°C wurden die Platten gründlich 5 mal mit Waschpuffer gespült. Zur Detektion von
murinen IgG wurde ein Ziege-anti-Maus-IgG-HRPO Antikörper (BIOSOURCE) 1:2000 in Block-
lösung verdünnt, zur Detektion von murinen IgM wurde ein Ziege-anti-Maus-IgM-HRPO An-
tikörper (BIOSOURCE) 1:5000 in Blocklösung verdünnt und jeweils 50 µl in jedes Loch gege-
ben. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert,  mindestens fünfmal mit Waschpuffer gespült
und schließlich mit 100 µl TMB LIQUID SUBSTRATE SYSTEM (3,3,5,5-Tetramethylbenzidin, SIGMA)
entwickelt. Nach höchstens 5 min wurde die Reaktion mit 100 µl 1 M HCl gestoppt. Die
Auswertung erfolgte in einem 96 Loch-Platten-Photometer MULTISCAN (THERMO LIFE SCIENCE) bei
einer Wellenlänge von 450 nm.
Zur Quantifizierung wurde grafisch die Verdünnung, der eine 50% Absorption zum Maxi-
malwert entsprach, ermittelt. 
6.6 Bestimmung der neutralisierenden Eigenschaften der Seren
Um zu ermitteln, ob die in den Seren enthaltenen Antikörper in der Lage sind, Infektionen mit
dem Virus zu verhindern, wurden je Loch 105 A9 Zellen in 96 Loch-Platten ausgesät. Die zu
untersuchenden Seren wurden seriell in 50 µl DMEM ohne FKS mit einer Startverdünnung
von 1:20 und dann dreimal 1:10 verdünnt. Zu diesen Verdünnungen wurde je 106 Wildtyp
MVMp in 10 µl DMEM ohne FKS pipettiert und 2 h inkubiert. Anschließend wurden 45 µl der
Virus-Antikörper Mischungen auf die Zellen gegeben. Nach einer Stunde Infektion wurde
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140 µl MEM pro Loch zugegeben und 48 h bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 20 µl
ALAMARBLUE wurden die Platten entsprechend 4.3 weiter behandelt.
6.7 Bestimmung der Oberflächenantigen durch FACS-Analyse
Der Nachweis von Oberflächenantigenen auf Zellen wurde zur Bestimmung der Expression
von murinen MHC Typ I Antigenen verwendet. Dazu wurden 1x106 Zellen in 50 µl FACS-
Medium (PBS + 2% FKS) mit je 5 µl anti-H-2Ld oder anti-H-2Kd (freundlicherweise bereitge-
stellt von Wolfram Osen, DKFZ, Heidelberg) inkubiert. Nach Zentrifugation wurden die Zellen
mit FACS-Medium gewaschen und in 50 µl FACS Medium mit 10 µl eines Ziege-anti-Maus-
IgG-FITC Antikörper (1:100, DIANOVA) für 20 min inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden
die Zellen in 500 µl FACS-Medium suspendiert und der FACS-Analyse unterzogen (BECTON-
DICKENSON). Als negative Kontrolle wurde ein Ansatz an Zellen nur mit dem zweiten Antikörper
inkubiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der CELLQUEST Software.
7. Tierexperimentelle Methoden
7.1 Versuchstiere
Weibliche Mäuse der Stämme DBA/2, C3H/HeN und C57BL/6 wurden von CHARLES RIVER
WIGA bezogen. Sie wurden unter Standardbedingungen in S2 Sicherheitsisolatoren bei 20
bis 25°C, 40 bis 60% relative Feuchte und 15 Luftwechseln pro Stunde in Gruppen von bis
zu 5 Tieren pro Käfig gehalten. Zu Beginn der Versuche waren die Tiere mindestens 6 Wo-
chen alt. Die Manipulationen erfolgten in Laminar Airflow Sicherheitswerkbänken unter Ein-
haltung der Anforderungen an die Sterilität. Um eine Identifizierung der Tiere zu gewährleis-
ten, wurden Ohrmarken mit fortlaufenden Nummern angebracht. Die Tiere wurden je nach
Versuchbedingungen durch zervikale Dislokation oder mit Hilfe von CO2 getötet.
7.2 Gewinnung von Zellen zur Injektion
Am Morgen der Injektion wurden die Zellen, falls erforderlich, mit den entsprechenden Viren
infiziert (s. 4.4) und nach mindestens vierstündiger Inkubation durch Trypsin (s. 4.1) abge-
löst, in Medium suspendiert und möglichst vollständig in 50 ml Zentrifugenröhrchen über-
führt. Nach Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) wurden die Zellen zweimal mit 45 ml Dulbec-
cos-PBS ohne Ca2+/Mg2+ (INVITROGEN) gewaschen und anschließend gezählt. Daraufhin wur-
den sie in das für die Injektion benötigte Volumen Dulbeccos-PBS ohne Ca2+/Mg2+ (INVITRO-
GEN) verdünnt und in verschlossenen Röhrchen in die Werkbänke eingeschleust.
97
METHODEN UND MATERIALIEN
7.3 Etablierung subkutaner Tumoren
Zur Induktion von subkutanen Tumoren wurden 2 bis 3 Tage vor der Injektion die entspre-
chende Flanke (bei der 1. Injektion die rechte Seite) rasiert. Mit einer 1 ml Feindosierspritze
mit eingebauter Kanüle (BRAUN) wurden langsam 100 µl Zellsuspension injiziert. Beim ver-
bliebenen Volumen wurde nach abgeschlossener Injektion die Zellzahl bestimmt und ein Teil
unter normalen Bedingungen in Kultur gebracht, um die Vitalität, die Transgenexpression
und eine eventuelle mikrobiologische Kontamination festzustellen.
7.4 Bestimmung des Tumorvolumens
Das Tumorvolumen wurde in regelmäßigen Abständen mit Hilfe einer digitalen Schieblehre
durch Multiplikation der Länge, Breite und Höhe, jeweils im Winkel von 90°, und anschlie-
ßender Multiplikation mit pi/6 bestimmt.
Zur statistischen Auswertung der Tumorvolumina der verschiedenen Behandlungsgruppen
wurde der Rang-Summen-Test nach Wilcoxon angewendet.
Überschritt das Tumorvolumen 1700 mm3, waren die Tumoren ulzerierend oder bei anderen
offensichtlichen Leiden der Versuchstiere wurden diese durch zervikale Dislokation getötet.
7.5 Injektion von Vektorsuspension
Waren unbehandelte Tumorzellen s.c. injiziert worden, so erfolgten in dreitägigem Abstand
die Injektionen der Vektoren. Im Allgemeinen wurden 2,5x106 RU in einem Volumen von
100 µl in Dulbeccos-PBS mit Ca2+/Mg2+ (INVITROGEN)  um den Tumor herum gespritzt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Einstichstelle mindestens 5 mm vom Tumor entfernt war,
um beim Herausziehen der Kanüle ein Austreten der Vektorsuspension aus der Einstich-
stelle zu verhindern. Das Volumen des Tumors wurde vor der Vektorinjektion bestimmt.
7.6 Sektion 
Nach Erreichen der Parameter für das Versuchsende (Bestimmter Zeitpunkt, Tumorvolumen
oder Leiden) wurden die Tiere euthanasiert (s. 7.1), auf einem Sektionsbrett fixiert und unter
Einhaltung der Sterilität geöffnet. Zur weiteren Untersuchung wurde den Tieren je nach Be-
darf Dünndarm, Leber, Milz, Niere, Gebärmutter, Lunge, Herz, Tumor, inguinale Lymphkno-
ten und Gehirn entnommen und in 10% Formalinlösung fixiert. Es folgte eine Paraffinisie-
rung, Rehydrierung und Färbung mit Hämatoxylin/Eosin zur pathologischen Beurteilung der
Organe, insbesondere auf eine eventuelle metastatische Streuung des Primärtumors durch
die Therapie. Die Milz und die Lymphknoten wurden bei Bedarf entprechend 6.1 bearbeitet
um Lymphozyten zu gewinnen. Ferner wurden Tumoren und andere Organe zur mRNA
Gewinnung nach 3.9 aufgearbeitet. 
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7.7 Etablierung von experimentellen Metastasen
Zur Induktion von Metastasen wurden die Tiere kurz vor der Injektion unter eine Rotlicht-
lampe gesetzt. Zur Injektion wurden sie in eine Halterung eingebracht, die es ermöglichte,
ohne Narkose in die laterale Schwanzvene zu injizieren. Die Injektion erfolgte mit einer 1 ml
Feindosierspritze und einer 0,4/19 mm Kanüle. Es wurden pro Tier 200 µl Zellsuspension
langsam injiziert. Nur wenn das vollständige Volumen leicht injizierbar war, wurde das Tier
weiterhin berücksichtigt. Nach der Injektion wurden die Tiere noch mindestens 10 min be-
obachtet und im Falle deutlichen Leidens euthanasiert. Beim verbliebenen Volumen Zell-
suspension wurde nach abgeschlossener Injektion die Zellzahl bestimmt und ein Teil unter
normalen Bedingungen in Kultur gebracht, um die Vitalität, die Transgenexpression und eine
eventuelle mikrobiologische Kontamination festzustellen.
Nach 3 bis 4 Wochen wurden die Tiere durch CO2 getötet, die Lungen bzw. andere von Me-
tastasen betroffene Gewebe entnommen und diese in Feketes-Lösung fixiert. Nach 1 h
wurden die Lungen entnommen und die Anzahl der Metastasen auf der Oberfläche des Or-
gans unter einem Sektionsmikroskop (ZEISS) bestimmt. Falls die Anzahl aufgrund der Größe
der Metastasen oder aus anderen Gründen nicht mehr exakt zu ermitteln war, wurde als
Wert 250 Metastasen pro Lunge gesetzt. Um die Behandlungsgruppen statistisch verglei-
chen zu können, wurden die Anzahlen der Metastasen jeder Gruppe durch den Rang-
Summen-Test nach Wilcoxon verglichen.  
Feketes-Lösung 580 ml Ethanol 96%
80 ml Formaldehyd 37%
40 ml Essigsäure 100%
300 ml H2O
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1. Zusammenfassung
Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von murinen Melanomen
in vivo mit einem neuen chimären, parvoviralen Vektor das Tumorwachstum verringert und
das mittlere Überleben der Behandlungsgruppe verlängert wird. Zum Einsatz kam ein Vektor
auf MVMp-Basis, der das Chemokin CCL7 (MCP-3) transduziert (Vektorbezeichnung:
C5/CCL7). Die chimären Vektoren zeichneten sich gegenüber den klassischen Vektoren
durch eine stark verringerte Kontamination mit replikationsfähigen Viren aus. 
Von den fünf in vitro untersuchten murinen Melanomzelllinien waren drei (B78, M-3 und
K1735) ausreichend infizierbar und zeigten eine hohe Chemokinfreisetzung nach Infektion
mit dem Chemokin transduzierenden Vektor C5/CCL7. Dagegen setzten B16 F1 und B16
F10 nur sehr geringe Mengen an Chemokinen frei, trotz einer vergleichbaren mRNA-Ex-
pression der Chemokine. 
Die beiden in vivo untersuchten Melanome K1735 und B78 zeigten ein vergleichbares
Ansprechen auf die Behandlung mit C5/CCL7, wohingegen der ebenfalls untersuchte CCL8
(MCP-2) transduzierende Vektor C5/CCL8 keinen Effekt erzielen konnte. Die Wirkung von
C5/CCL7 hielt über den Behandlungszeitraum an, trotz einer nachweislichen Bildung von
neutralisierenden Antivektor-Antikörpern. Die Anwendung der Vektoren in vivo führte nicht
zu einer Induktion der Metastasierung. Waren die Melanome in vitro infiziert und anschlie-
ßend intravenös in die Schwanzvene der Tiere injiziert worden, so konnte keine verringerte
Rate der Metastasierung im Vergleich zu nicht behandelten Zellen festgestellt werden.
Das zur Vergleichsgruppe verringerte Tumorwachstum der C5/CCL7-behandelten Tiere
in vivo ist auf eine Wirkung der Transgenexpression zurückzuführen, da die Applikation ei-
nes Vektors ohne Transgen (C5∆800) keine signifikante Wirkung erzielte. Die Transgenex-
pression führte allerdings nicht zu einer direkten Wachstumshemmung, da das Tumorzell-
wachstum in vitro durch eine Infektion mit C5/CCL7 nicht beeinflusst wurde (im Gegensatz
zu einer Infektion mit dem Wildtyp-Virus MVMp). 
Durch die Expression des Transgenes CCL7 in vivo wird in den Tumoren eine Verände-
rung der TGFβ-Expression bewirkt. Außerdem konnte, vor allem im Modell B78, eine ver-
stärkte Aktivität der Milzzellen von C5/CCL7-behandelten Tieren auf die Tumorzellen in vitro
festgestellt werden. Allerdings wurde keine Resistenz gegen die syngenen Tumorzellen er-
zeugt, da Tiere, die in vitro infizierte Zellen subkutan erhalten und diese abgestoßen hatten,
nicht gegen eine erneute Applikation von naiven Tumorzellen geschützt waren. Dies deutet
auf eine unspezifische antitumorale Immunreaktion der behandelten Tiere hin.
Die Behandlung von Melanomen mit CCL7-transduzierenden parvoviralen Vektoren stellt
somit eine mögliche Ergänzung zu bereits etablierten Therapieformen dar.
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